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Sepse neboli život ohrožující orgánová dysfunkce způsobená deregulovanou 
odpovědí hostitelského organizmu na přítomnost infekce je celosvětově jednou z hlavních 
příčin úmrtí na infekční choroby. Ročně sepsí onemocní přibližně 31,5 milionu pacientů  
a z toho 5,3 milionu zemře. Pro sepsi je charakteristická homeostatická dysbalance, která se 
může rozvinout v septický šok či dokonce může vést ke smrti. Vlivem sepse dochází také  
k rozvoji multiorgánové dysfunkce neboli poškození několika orgánů současně. Mezi 
orgány poškozené sepsí patří především srdce, ledviny, játra, plíce, centrální nervový systém 
a krevní elementy. Jedním z často postižených orgánů je srdce, jehož poškození je 
doprovázené rozvojem deprese myokardu, která přispívá k nárůstu úmrtnosti na sepsi. 
Přesné mechanismy vedoucí k septické myokardiální depresi doposud nejsou zcela 
objasněny, ale ukazuje se, že důležitou roli v tomto procesu nejspíše sehrávají mitochondrie. 
Vlivem sepse dochází totiž k narušení mnoha mitochondriálních funkcí, které se následně 
projeví vyčerpáním buněčných energetických zdrojů, což posléze vede až k depresi 
myokardu.  
V našich laboratořích se podařilo vytvořit klinicky relevantní velký zvířecí model 
sepse a septického šoku, konkrétně sepsi vyvolanou fekální peritonitidou u prasete 
domácího, což následně umožnilo studovat buněčné mechanismy sepse, septické 
myokardiální deprese, a především roli mitochondrií v těchto procesech se zaměřením na 
změny mitochondriální respirace. V rámci našeho výzkumu bylo prokázáno, že sepse 
způsobuje v permeabilizovaných vláknech levé srdeční komory pokles mitochondriální 
respirace, a to zejména na úrovni komplexů II a IV. Na stejném experimentálním modelu 
byl následně zkoumán účinek dvou terapeutických přístupů, konkrétně vliv stimulace 
bloudivého nervu a aplikace mezenchymálních kmenových buněk na hemodynamické 
parametry, orgánové a mitochondriální funkce. V rámci výzkumu se nám podařilo jako 
prvním prokázat, že stimulace bloudivého nervu má řadu příznivých účinku na průběh sepse 
u prasat, a to především na funkce kardiovaskulárního systému a na energetický 
metabolismus. Stimulace bloudivého nervu částečně či zcela zabránila rozvoji 
hyperlaktatémie, hyperdynamické cirkulace, buněčné deprese myokardu, vedla k výraznému 
poklesu SOFA skóre (sekvenční skóre hodnocení selhání orgánů) a také odvrátila pokles 
mitochondriální respirace permeabilizovaných vláken levokomorové srdeční svaloviny 
způsobený sepsí. Získaná data proto poukazují na slibný terapeutický potenciál stimulace 
 
 
bloudivého nervu u sepse či septického šoku. Na našem prasečím modelu sepse se však 
nepodařilo prokázat žádné příznivé účinky aplikace mezenchymálních kmenových buněk na 
depresi myokardu vyvolanou sepsí, deregulovanou imunitní a zánětlivou odpověď ani 
dysfunkci mitochondrií. Aplikace mezenchymálních kmenových buněk nedokázala zvrátit 
inhibici mitochondriální respirace komplexu II ani pokles aktivity komplexu IV 
permeabilizovaných vláken levokomorové srdeční svaloviny vyvolanou sepsí. Nelze však 
vyloučit příznivý účinek aplikace těchto buněk v některém z jiných orgánů případně na jiné 
mitochondriální parametry, které nebyly předmětem našeho výzkumu. 
  
Klíčová slova: sepse, septická myokardiální deprese, mitochondrie, mitochondriální 





















Sepsis, or life-threatening organ dysfunction caused by deregulated host response to 
the presence of infection, is one of the most significant causes of death caused by infection 
diseases worldwide. 31.5 million patients get sick with sepsis annually and 5.3 million of 
them die. Sepsis is characterised by homeostatic dysbalance, which can lead to septic shock 
or even to death. Sepsis may also result in development of multiorgan dysfunction or damage 
to several organs at the same time. Especially heart, kidneys, liver, lungs, central nervous 
system and blood elements belong among the organs affected by sepsis. One of the most 
affected organs is the heart, impairment of which is accompanied with the development of 
myocardial depression, which contributes to the increase of mortality from sepsis. The 
precise mechanisms leading to septic myocardial depression have not been fully explained 
yet, nevertheless mitochondria appear to play an important role in this process. Due to sepsis, 
many mitochondrial functions are disrupted, which is subsequently manifested by the 
depletion of cellular energy stores, resulting in myocardial depression.  
In our laboratories, we managed to create a clinically relevant model of sepsis and 
septic shock, specifically sepsis caused by fecal peritonitis in domestic pigs, that allowed us 
to study the cellular mechanisms of sepsis, septic myocardial depression and especially the 
role of mitochondria in these processes focusing on mitochondrial respiration. In our 
research, it was shown that sepsis causes a decrease of mitochondrial respiration in the 
permeabilized fibers of the left ventricle, in particular at the level of complexes II and IV. 
On the same experimental model, the effects of two therapeutic approaches were 
subsequently investigated, namely the effect of vagus nerve stimulation and the application 
of mesenchymal stem cells on hemodynamic parameters, organ and mitochondrial functions. 
We were the first to prove, that stimulation of the vagus nerve has a number of beneficial 
effects on the course of sepsis in pigs, especially on the functions of the cardiovascular 
system and energy metabolism. Stimulation of the vagus nerve partially or completely 
prevented the developement of hyperlactatemia, hyperdynamic circulation, myocardial cells 
depression, it led to a significant decrease in SOFA score (sequential score of organ failure 
assessment) and also reversed the decrease in mitochondrial respiration of permeabilized left 
ventricular muscle fibers caused by sepsis. Therefore, the obtained data indicate a promising 
therapeutic potential of the vagus nerve stimulation in sepsis or septic shock. However, in 
our porcine model of sepsis, no beneficial effects of mesenchymal stem cell administration 
 
 
on sepsis-induced myocardial depression, deregulated immune and inflammatory response, 
or mitochondrial dysfunction were demonstrated. Application of mesenchymal stem cells 
failed to reverse the inhibition of mitochondrial respiration of the complex II or the decrease 
in complex IV activity of permeabilized left ventricular muscle fibres induced by sepsis. 
However, a beneficial effect of the application of these cells in other organs or on other 
mitochondrial parameters, which were not the subject of our research, cannot be ruled out.  
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Q- semichinonový radikál 
ADP; D adenosindifosfát 
AmA antimycin A 




Bcl-2 z anglického B-cell lymphoma 2 
bp pár bazí 
CLP cékální ligace a punkce 
CO srdeční výdej (z anglického Cardiac Output) 
CoA; CoAS  koenzym A  
cOR cytochrom c oxidoreduktáza 
CRP C – reaktivní protein 
CVP centrální žilní tlak (z anglického Central Venous Pressure) 
Cyt c; c cytochrom c  
DAMPs molekulární vzory asociované s poškozením (z anglického Damage – Associated 
Molecular Patterns) 
DhO dihydroxyorotát 
DM diabetes mellitus 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
Drp1 protein příbuzný s dynaminem (z anglického dynamin-related protein 1) 
DTNB kyselina 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoová 
e- elektron 
E. coli Escherichia coli 
EC z anglického Enzyme Commision number 
EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina 
EKG elektrokardiogram 
ER endoplazmatické retikulum 
ETF elektron přenášející flavoprotein 
ETFQOR elektron přenášející flavoprotein:ubichinonoxidoreduktáza 




FADH2 redukovaná forma flavinadenindinukleotidu 
FEP Teflon® fluorovaný ethylen-propylen 
FeS železo – sirná centra 
FiO2 inspirační frakce kyslíku 





GSC Glasgowská stupnice hloubky bezvědomí (z anglického Glasgow Coma Scale) 
GTP guanosintrifosfát 
H+, + proton 
HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonová kyselina 
HMGB1 skupina vysoce mobilních proteinů boxu 1 (z anglického High – Mobility Group 
Box 1) 
HSP proteiny teplotního šoku (z anglického Heat Shock Proteins) 
HV hypervariabilní oblast 
IL intereleukin 
IMM vnitřní mitochondriální membrána (z anglického Inner Mitochondrial 
Membrane) 
IMS mezimembránový prostor (z anglického InterMembrane Space) 
iNOS inducibilní syntáza oxidu dusnatého 
ISS integrovaný sací systém 
KI; I komplex I elektrontransportního systému 
KII; II komplex II elektrontransportního systému 
KIII; III komplex III elektrontransportního systému 
KIV; IV komplex IV elektrontransportního systému 
KV; V komplex V elektrontransportního systému  
LPS lipopolysacharid 
M malát 
MAM membrána endoplazmatického retikula asociovaná s mitochondriemi (z 
anglického Mitochondrial – Asociated ER Membrane) 
MAP střední arteriální tlak 
Mfn  mitofusin 
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mGPDH mitochondriální glycerolfosfát dehydrogenáza 
MIF inhibiční faktor migrace makrofágů (Macrophage migration Inhibitory Factor) 
miRNA mikro ribonukleová kyselina 
MOD multiorgánová dysfunkce (z anglického Multiple Organ Dysfunction) 
mPTP mitochondriální pór přechodné propustnosti (z anglického Mitochondrial 
Permeability Transition Pore) 
mRNA messenger ribonukleová kyselina 
MSC mezenchymální kmenové buňky (z anglického Mesenchymal Stem Cells) 
mtDNA mitochondriální deoxyribonukleová kyselina 
NADH nikotinamidadenindinukleotid 
NK přirození zabíječi (z anglického Natural Killer) 
NLR receptor podobný oligomerizační doméně vázající nukleotid (z anglického 
Nucleotide – binding oligomerization domain – Like Receptors) 
NOD oligomerizační doména vázající nukleotid (z anglického Nucleotide – binding 
Oligomerization Domain) 
NRF z anglického Nuclear factor eRythroid-2-related Factor 
O2k Oxygraph-2k 
OMM vnější mitochondriální membrána 
Opa1 z anglického Optic atrophy 1 
OSCP z anglického Oligomycin Sensitivity Conferral Protein 
OXPHOS oxidativní fosforylace 
P pyruvát 
PaCO2 parciální tlak oxidu uhličitého v arteriální krvi 
PAF destičky aktivující faktor (z anglického Platelet – Activating Factor) 
PAMPs molekulární vzory asociované s patogenem (z anglického Pathogen – Associated 
Molecular Pattern) 
PaO2/FiO2 poměr parciálního tlaku kyslíku v arteriální krvi a inspirační frakce kyslíku 
PAOP tlak v zaklínění z anglického Pulmonary Artery Occluded Pressure 
PARP poly(ADP-riboza) polymeráza 
PBMC mononukleární buňky periferní krve (z anglického Peripheral Blood 
Mononuclear Cells) 
PCT procalcitonin 
PEEP pozitivní tlak na konci výdechu (z anglického positive end exspiration pressure) 
PG prostaglandiny 
PGC-1α PPARγ – koaktivátor - 1α 
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Pi anorganický fosfát 
pO2 parciální tlak kyslíku 
POS polarografický kyslíkový senzor 
PPARα z anglického Peroxisome Proliferator – Activated Receptor alpha 
PRRs receptory rozpoznávající specifický receptor (z anglického Pattern - Recognition 
receptors) 
PVDF polyvinylidendifluorid 
Q koenzym Q 
QH2 redukovaný koenzym Q 
qSOFA rychlé sekvenční skóre hodnocení selhání orgánu (z anglického quick 
Sequential/Sepsis – related Organ Failure Assesment) 
RIG-1 gen indukovatelný kyselinou retinovou 1 
RNA ribonukleová kyselina 
RNS reaktivní formy dusíku (z anglického Reactive Nitrogen Species) 
ROS reaktivní formy kyslíku (z anglického Reactive Oxygen Species) 
Rot rotenon 
rRNA ribozomální ribonukleová kyselina 
RyR ryanodinový receptor 
S sukcinát 
SERCA vápníková pumpa sarkoplazmatického retikula 
SIRS syndrom systémové zánětlivé odpovědi 
SOFA sekvenční skóre hodnocení selhání orgánu (z anglického Sequential/Sepsis  
– related Organ Failure Assesment) 
SQOR sulfid:ubichinon oxidoreduktáza 
SvO2 smíšená žilní saturace kyslíkem 
SVR systémový vaskulární odpor (z anglického Systemic Vascular Resistance) 
TIP2k  titrační injekční pumpa 
TLR Toll-like receptory 
TM; TMPD N′-tetrametyl-p-fenylendiamin 
TNF tumor nekrotizující faktor 
tRNA transferová ribonukleová kyselina 
UCPs rozpřahující proteiny (z anglického UnCoupling Proteins) 
VNS stimulace bloudivého nervu (z anglického Vagus Nerve Stimulation) 
ZD zemědělské družstvo 
βL volný konformační stav ATP syntázy (z anglického loose) 
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βO otevřený konformační stav ATP syntázy (z anglického open) 
βT těsný konformační stav ATP syntázy (z anglického tight) 




















1 Popis současného stavu poznání 
1.1 Sepse 
Sepse, neboli život ohrožující orgánová dysfunkce způsobená deregulovanou 
odpovědí hostitelského organizmu na přítomnost infekce, patří mezi nejzávažnější 
hrozby v současné medicíně (Karvunidis a Matějovič 2019). Navzdory velkému pokroku 
v lékařské péči je sepse i nadále hlavní příčinou úmrtí na infekční choroby. Každoročně sepsí 
celosvětově onemocní kolem 31,5 miliónu pacientů a z toho 5,3 miliónu zemře 
(Fleischmann et al. 2016).  
1.1.1 Historie sepse  
Slovo sepse je odvozeno z řečtiny a odkazuje na „rozklad“ či „rozpad“. Poprvé se 
objevilo již před 2700 lety v Homérových básních. Následně bylo použito ve 4. stol. př. n. l. 
v díle Corpus Hippocraticum proslulého řeckého lékaře a filozofa Hippokrata a následně  
o několik stovek let později i v pracích předního římského lékaře a filozofa Galena (Funk et 
al. 2009). Hippokrates poprvé popsal sepsi jako nemoc způsobenou materiálem, který 
„hnije“, jež začíná 7-14 dní po poranění jako horečka a končí smrtí. To poprvé v historii 
vyvolalo otázku, jak může lokální poranění vést k systémové odpovědi a které mediátory 
jsou za to zodpovědné. Hippokratova hypotéza, že k sepsi dochází prostřednictvím hniloby 
tkání, a tím uvolněných jedů, zůstala až do poloviny 19. století jediným patofyziologickým 
vysvětlením sepse (Kreymann a Wolf 1996).  
V roce 1847 se ve výzkumu sepse významně uplatnil maďarský lékař Ignaz 
Semmelweis. Byl prvním, kdo experimentálně prokázal, že puerperální horečce (sepsi, která 
zabíjela ženy po porodu) lze zabránit zvýšenou hygienou rukou. Na základě tohoto zjištění 
zavedl ve své nemocnici ve Vídni pravidelné mytí rukou chloridem vápenatým, a díky tomu 
snížil úmrtnost žen na puerperální horečku z 16 % na méně než 1 %. Trvalo však ještě 
dlouhou dobu, než ostatní lékaři připustili, že jejich ruce by mohly být zdrojem nákazy  
a přistoupili ke zvýšení hygieny rukou. Prvními, kdo spojili přítomnost bakterií se sepsí, byli 
Carl Mayrhofer, Victor Feltz a Léon Coze. To následně potvrdil na základě svých objevů 
také Louis Pasteur, který měl díky své prestiži velký vliv na příjem opatření v prevenci šíření 
infekce. Inspiroval například i Josepha Listera, kterému se podařilo používáním 
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antiseptických metod významně snížit úmrtnost pacientů spojenou s chirurgickými zákroky, 
zejména amputacemi (Cavaillon a Chrétien 2019). 
Také objevy 20. století výrazně přispěly k pochopení mechanismů sepse a vývoji 
první definice sepse. Na přelomu 19. a 20. století byl Richardem Pfeifferem na základě 
výzkumu Vibrio cholerae poprvé identifikován a popsán endotoxin. Následně italský 
patolog Eugenio Centanni objevil vztah mezi endotoxinem a schopností bakterií způsobovat 
horečku.  Mary Jane Osborn a Hiroshi Nikaido navíc prokázali, že mnoho druhů bakterií 
používá endotoxin jako patogenní mediátor (Funk et al. 2009). V roce 1914 Hugo 
Schottmüller položil základy moderní definice sepse a jako první popsal, že základní složkou 
toho onemocnění je rozvoj infekce. O několik desetiletí později se změnilo chápání sepse 
díky myšlenkám Lewise Thomase, který stanovil, že „hostitelská reakce je to, co způsobuje 
onemocnění“ (Rittirsch et al. 2008). Díky stále častějšímu výskytu sepse na jednotkách 
intenzivní péče byl následně výzkum zaměřen hlavně na roli imunitní odpovědi pacienta  
a první definice sepse na sebe nenechala dlouho čekat (Bone et al. 1992). 
1.1.2 Vývoj současné definice sepse 
Stanovit definici sepse tak, aby byla dostatečně specifická a současně zahrnovala  
i méně obvyklý průběh onemocnění, je velice obtížné. Až značné množství nových poznatků 
získaných během posledních 30 let pomohlo zlepšit naše chápání patofyziologie sepse, 
včetně regulace zánětlivých cest a úlohy, kterou hraje imunitní suprese v průběhu sepse,  
a umožnilo postupně vzniknout nové definici sepse (viz Tabulka 1). 
V roce 1991 se v Chicagu konala konference, jejímž cílem bylo stanovit soubor 
definic pro pacienty se sepsí a jejími následky. Na základě této konference byly navrženy 
definice pro syndrom systémové zánětlivé odpovědi (SIRS; z anlického systemic 
inflammatory response syndrome), sepsi, těžkou sepsi a septický šok. První definice sepse 
(SEPSE-1) poté vznikla v roce 1992, kdy byla sepse definována jako syndrom systémové 
zánětlivé odpovědi (přítomnost alespoň 2 ze 4 SIRS kritérií) při potvrzené nebo 
předpokládané infekci (viz Tabulka 1). Těžká sepse byla definována jako klinická sepse 
doprovázená orgánovou dysfunkcí, hypoperfuzí nebo hypotenzí a septický šok jako 
hypotenze spojená se sepsí rezistentní vůči tekutinové resuscitaci a vyžadující podávání 
vazopresorů  (střední arteriální tlak ≤ 70 mmHg), (Bone et al. 1992). Použití 2 a více ze  
4 kritérií SIRS pro identifikaci sepse se ukázalo jako nedostatečné. Změny tělesné teploty, 
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srdeční frekvence, počtu bílých krvinek a dechové frekvence patřící mezi SIRS kritéria 
nemusí vždy nutně znamenat, že daný pacient trpí dysregulovaným stavem ohrožujícím 
život. Bylo prokázáno, že tyto podmínky jsou splněny i u hospitalizovaných pacientů,  
u kterých se však nikdy nerozvinula infekce (Churpek et al. 2015). 
V roce 2001 byla kritéria SIRS rozšířena o seznam mnoha dalších projevů  
a symptomů. Sepse byla následně definována (SEPSE-2) jako onemocnění způsobené 
potvrzenou nebo předpokládanou infekcí a zahrnující alespoň 2 kritéria SIRS (Levy et 
al. 2003). Tato definice však byla vystavena kritice za nedostatečnou senzitivitu  
a specificitu, což bylo v nedávné době klinicky potvrzeno (Kaukonen et al. 2018).  Proto 
byla v roce 2016 publikována v Journal of American Medical Association dosud poslední 
definice sepse (SEPSE-3). Nově je tedy sepse definována jako život ohrožující orgánová 
dysfunkce způsobená deregulovanou odpovědí hostitelského organizmu na přítomnost 
infekce. Podkladem pro tuto definici byla retrospektivní analýza dat od 1,2 miliónů pacientů, 
kteří onemocněli sepsí, s cílem zpřesnit a urychlit stanovení diagnózy sepse a zároveň odlišit 
nekomplikovanou infekci od infekce vedoucí k orgánové dysfunkci (Singer et al. 2016). Pro 
rozpoznání akutní orgánové dysfunkce je využíváno tzv. SOFA (Sequential/Sepsis-related 
Organ Failure Assesment) skóre, které hodnotí 0-4 body respirační funkce, parametry 
koagulace, jaterní a renální funkce, hemodynamiku a stav vědomí (Vincent et al. 1998). Pro 
stanovení parametrů SOFA skóre je potřebná řada laboratorních vyšetření, z nichž některá 
mohou být časově náročná. Proto bylo pro urychlení posouzení případné orgánové 
dysfunkce způsobené sepsí zavedeno tzv. qSOFA skóre (quickSOFA). V tomto 3bodovém 
systému každý z bodů představuje odchylku v 1 vitálním parametru: nízký krevní tlak 
(systolický krevní tlak ≤ 100 mm Hg), tachypnoe (≥ 22 dechů/min) a změna vědomí 
(Glasgow Coma Scale < 15). Pokud má pacient s infekcí 2 nebo více bodů qSOFA, je u něj 
významně zvýšená pravděpodobnost sepse a zároveň vyšší riziko nepříznivého průběhu 
onemocnění (Singer et al. 2016). 
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Tabulka 1 - Vývoj kritérií pro stanovení diagnózy sepse 
SEPSE-1 SEPSE-2 SEPSE-3 
Vznikla v roce 1992 Vznikla v roce 2003 Vznikla v roce 2016 
Předpokládaná či potvrzená 
infekce  
+ SIRS kritéria 
Předpokládaná či potvrzená 
infekce  
+ rozšířená SIRS  kritéria 
Předpokládaná či potvrzená 
infekce  
+ SOFA skóre 
SIRS kritéria  
(2 a více) 
Rozšířená SIRS kritéria  
(1 a více) 
SOFA skóre  
(2 body a více) 
 Tělesná teplota  
(t < 36°C nebo t > 38°C) 
 Srdeční frekvence 
(> 90tepů/min) 
 Počet bílých krvinek  
(> 12 000/µl nebo < 4 000/ µl) 
 Dechová frekvence (> 20/min) 
nebo PaCO2 (< 32 mm Hg) 
Obecné příznaky: 
 Horečka (t > 38,3°C) 
 Hypotermie (t < 36°C) 
 Srdeční frekvence  
(> 90tepů/min) 
 Tachypnoe 
 Hyperglykémie bez DM 
 Změny stavu vědomí 
 Otoky 
Známky zánětu: 
 Leukocytóza (> 12 000/µl) 
 Leukopenie (< 4 000/µl) 
 > 10 % nezralých forem 
 Vzestup CRP 
 Vzestup prokalcitoninu 
Hemodynamika: 
 Střední arteriální tlak 
(hypotenze) 
 Systolický krevní tlak  
 Smíšená žilní saturace 
kyslíkem (SvO2  > 70 %) 
 Srdeční index (> 3,5 l/min/m2) 
Orgánové dysfunkce: 
 Arteriální parciální tlak 
kyslíku (arteriální hypoxemie)  
 Produkce moči (nově vzniklá 
oligurie) 
 Koncentrace kreatininu 
(vzestup o 44,2 µmol/l) 
 Koagulace (koagulopatie) 
 Počet krevních destiček 
(trombocytopenie) 
 Funkce jater 
(hyperbilirubinemie) 
 Gastrointestinální motilita 
(ileus) 
Tkáňová perfuze: 
 Koncentrace laktátu 
(hyperlaktatemie > 1 mmol/l) 
 Kapilární náplň (snížená 




 Glasgowská stupnice hloubky 
bezvědomí 
 Hypotenze (MAP < 65 
mmHg) nebo potřeba 
vazopresoru 
 Renální funkce (hladina 
sérového kreatininu – 
oligurie, anurie) 
 Jaterní funkce (bilirubin) 
 Počet krevních destiček 
(trombocytopenie) 
qSOFA: 
 Změny stavu vědomí 
 Systolický tlak krve  
(< 100 mm Hg) 
 Dechová frekvence (> 22/min) 
10 
 
SIRS - syndrom systémové zánětlivé odpovědi; PaCO2 – parciální tlak oxidu uhličitého v arteriální krvi; DM 
– diabetes mellitus; CRP – C-reaktivní protein; SvO2 – smíšená žilní saturace kyslíkem; SOFA – z anglického 
Sequential/Sepsis-related Organ Failure Assesment; PaO2/FiO2 - poměr parciálního tlaku kyslíku v arteriální 
krvi a inspirační frakce kyslíku; MAP – střední arteriální tlak; qSOFA – rychlé SOFA (převzato a upraveno 
podle Horák et al. 2016). 
1.1.3 Patofyziologie sepse 
Sepse je charakterizována homeostatickou dysbalancí, která se může rozvinout 
v multiorgánovou dysfunkci (MOD, multiple organ dysfunction), septický šok či dokonce 
může vést ke smrti (viz Obrázek 1). Prvním krokem v iniciaci odpovědi hostitele na patogen 
je aktivace buněk nespecifických (vrozených) imunitních mechanismů, především 
makrofágů, monocytů, neutrofilů a NK buněk (NK, natural killer), (Vincent et al. 1996). 
K tomu dochází díky vazbě patogenů nebo jejich částí, tzv. molekulárních vzorů 
asociovaných s patogenem (PAMPs - pathogen-associated molecular pattern) na receptory 
rozpoznávající specifický molekulární vzor (PRRs, pattern-recognition receptors). 
Příkladem tohoto typu receptorů jsou toll-like receptory (TLR), které se nachází na 
buněčných membránách či buněčných organelách. PAMPs touto cestou stimulují 
komplement plazmy a koagulační systémy (Aziz et al. 2013). Mezi PAMPs  patří 
lipopolysacharidy (vazba na TLR4), peptidoglykany (vazba na TLR2), lipoproteiny, 
flagellin (vazba na TLR5), DNA (vazba na TLR9) a jednořetězcová či dvouřetězcová RNA 
(Kakihana et al. 2016); zahrnují tedy typické součásti grampozitivních i gramnegativních 
bakterií, virů nebo dalších patogenů. 
V důsledku buněčného poškození vlivem PAMPs dochází k uvolňování dalších 
specifických molekul z mrtvých či poškozených hostitelských buněk, tzv. molekulárních 
vzorů asociovaných s poškozením (DAMPs - damage-associated molecular patterns). 
Příkladem DAMPs jsou HMGB-1 (z anglického High-mobility group box 1), proteiny 
teplotního šoku (heat shock proteins, HSP), genomová či mitochondriální DNA, ATP, 
kyselina močová a další.  DAMPs se vážou na specifické receptory na monocytech  
a makrofázích, například na TLR, receptory leptinu typu C, NLR (nucleotide-binding 
oligomerization domain-like receptors; NOD-like receptory) a receptory podobné RIG-1 
(gen indukovatelný kyselinou retinovou 1), (Gyawali et al. 2019). To následně vede ke 
zvýšené expresi a uvolňování řady prozánětlivých mediátorů (TNFα, IL-1, IL-6) a markerů. 
Současné dochází také k aktivaci protizánětlivých mechanismů a k imunosupresi. Směr, 
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rozsah a doba trvání jednotlivých reakcí jsou určovány jak hostitelskými faktory 
(genetickými charakteristikami, věkem, probíhajícími chorobami, léky), tak i faktory 
patogenními (mikrobiálním zatížením a virulencí).  Sepse je téměř vždy spojena také se 
změnami srážení krve, což často vede až k diseminované intravaskulární koagulaci (Angus 
a van der Poll 2013). 
Dysregulovaná odpověď imunitního systému společně s hormonální dysbalancí, ale 
také narušená aktivita autonomního nervového systému a dysfunkce epiteliálních  
a endoteliálních buněk vedou následně ke ztrátě těsnosti bariér, ke změnám v metabolismu 
a k narušení funkce orgánů (Kohoutová et al. 2018). Dysfunkce jednoho orgánu při sepsi je 
vzácná, obvykle je postiženo několik orgánů současně (MOD). Úmrtnost pacientů se sepsí 
následně koreluje s počtem postižených orgánů. Nejčastěji postiženými orgány jsou ledviny, 
játra, plíce, srdce, centrální nervový systém a krevní elementy.  Z tohoto důvodu se MOD 
projevuje především respiračními potížemi, depresí myokardu, systémovou vazodilatací, 
akutním poškozením ledvin, zhoršenou funkcí jater, narušenou gastrointestinální motilitou 
a koagulopatií (Reinhart et al. 2012). Většina orgánových dysfunkcí je reverzibilní, cílem 
současné léčby sepse je proto omezit rozvoj dysfunkce orgánů zajištěním rychlé kontroly 
průběhu infekce, hemodynamickou stabilizací a podpory orgánů tak, aby se pokud možno 
zajistilo obnovení jejich funkce (Lelubre a Vincent 2018).  
V současné době je známo téměř 180 různých biomarkerů sepse, žádný z nich však 
zatím není dostatečné specifický či senzitivní pro běžné použití v klinické praxi. Nejčastěji 
se používají tzv. CRP (C-reaktivní protein) či PCT (Procalcitonin), ale bohužel oba tyto 
markery mají omezenou schopnost rozlišit sepsi od jiných zánětlivých stavů či předpovědět 




Obrázek 1. Patofyziologie sepse. Molekulární vzory asociované s patogenem (PAMPs) se vážou na receptory rozpoznávající specifický vzor na buněčných 
membránách a buněčných organelách. Poté dojde k uvolnění s poškozením asociovaných molekulárních vzorů (DAMPs), které vede ke zvýšené expresi  
a uvolňování zánětlivých mediátorů a biomarkerů. Následná dysregulovaná odpověď hostitele zahrnuje narušenou regulaci imunitního, endokrinního  
a autonomního nervového systému, ztrátu těsnosti bariér, změny metabolismu a vede až k multiorgánové dysfunkci. PAMPs – molekulární vzory asociované 
s patogenem; LPS – lipopolysacharid; TLR – Toll-like receptor; DNA – deoxyribonukleová kyselina; RNA – ribonukleová kyselina; DAMPs – molekulární 
vzory asociované s poškozením; HMGB1 – skupina vysoce mobilních proteinů boxu 1; HSP – protein teplotního šoku; ATP – adenosin trifosfát;  
PAF – destičky aktivující faktor; PG – prostaglandiny; IL – interleukin; TNF – tumor nekrotizující faktor; MIF – inhibiční faktor migrace makrofágů;  
ROS – reaktivní formy kyslíku; RNS – reaktivní formy dusíku; CO – oxid uhelnatý; H2S – sirovodík; ANS – autonomní nervový systém (převzato  
a upraveno podle Kohoutová et al. 2018).
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1.1.3.1 Septická myokardiální deprese 
Kardiovaskulární systém hraje klíčovou roli v rámci septické MOD. Častým projevem 
sepse i septického šoku je dysfunkce myokardu, která úzce souvisí se zvýšenou morbiditou 
a mortalitou. Bylo prokázáno, že přítomnost dysfunkce myokardu v sepsi vede k nárůstu 
úmrtnosti o 20-50% (Geri et al. 2019). Na patofyziologii myokardu se podílí poruchy 
koronární cirkulace, dysfunkce mitochondrií a přímá myokardiální deprese. Porucha průtoku 
krve myokardem je spojena s mikrovaskulární dysfunkcí či narušením endotelu (Habimana 
et al. 2020). Mechanismy dysfunkce mitochondrií v sepsi nejsou zcela objasněny, několik 
studií však potvrdilo, že narušená funkce mitochondrií, která vede k vyčerpání energie 
(ATP), je klíčovým faktorem v dysfunkci myokardu vyvolanou sepsí (Carré a Singer 2008, 
Jang et al. 2017). Myokard je orgán s vysokými energetickými nároky, které zajišťuje velké 
množství mitochondrií, proto se v něm jejich narušená funkce na rozdíl od jiných orgánů 
výrazně projeví.  
V současné době neexistuje přesná definice myokardiální deprese. Tento stav však 
bývá popisován jako globální, ale vratná (systolická a diastolická) dysfunkce levé i pravé 
strany srdce (Antonucci et al. 2014). Pro septickou depresi myokardu jsou typické 
následující 3 charakteristiky: dilatace levé komory s normálním nebo sníženým plnícím 
tlakem (nejspíše způsobené vlivem zvýšené poddajnosti levé komory), snížená ejekční 
frakce a její normalizace za 7-10 dní (Parker et al. 1984). Bylo prokázáno, že se septickou 
kardiomyopatií je spojena řada různých mediátorů a informačních kaskád; její přesné příčiny 
a mechanismy patogeneze však zůstávají zatím nejasné. A to zřejmě hlavně proto, že většina 
studií je prováděna na různých experimentálních modelech (menších či větších zvířatech)  
a jen zřídka je možné použít výsledky těchto studií v klinické praxi u lidí. Při septické 
myokardiální depresi je myokard poškozen strukturně i funkčně, a to zejména vlivem 
systémových (hemodynamických) faktorů, genetických, molekulárních a metabolických 
změn (Antonucci et al. 2014).  
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1.2 Mitochondrie ve zdraví 
Mitochondrie jsou unikátní semiautonomní buněčné organely, které vznikly 
přibližně před jednou miliardou let endosymbiózou α-proteobakterie proto-eukaryotickou 
buňkou (Zimorski et al. 2014). Poprvé byly tyto organely popsány již v roce 1857 
švýcarským fyziologem Rudolfem Albertem von Köllikerem při studiu lidských svalů, který 
mitochondrie nazval „sarcosomy“. Následně byly v roce 1886 přejmenovány německým 
patologem a histologem Richardem Altmannem na „bioblasty“ (živé bakterie). Až v roce 
1898 dostaly mitochondrie svůj současný název díky německému mikrobiologovi Carlu 
Bendovi. Název mitochondrie pochází z řeckých slov „mitos“ (vlákno) a „chondros“ 
(granule). Od té doby jsou mitochondrie předmětem zájmu mnoha badatelů (Cogliati et al. 
2016). 
Mitochondrie v buňkách zastávají široké spektrum různých funkcí. Hrají zásadní roli 
v energetickém metabolismu, podílejí se na tvorbě makromolekul (nukleotidů, lipidů, hemu, 
železo-sirných sloučenin) a mají také důležitý význam při regulaci různých signálních drah. 
Podílejí se například na vápníkové homeostáze, genové expresi, buněčné diferenciaci, ale 
také na procesech buněčného stárnutí, a to včetně buněčné smrti (Vakifahmetoglu-Norberg 
et al. 2017). Vedlejším produktem mitochondriálního metabolismu je produkce reaktivních 
forem kyslíku (reactive oxygen species, ROS), (Murphy 2009). Bezesporu hlavní úloha 
mitochondrií v energetickém metabolismu však spočívá v syntéze ATP, nukleotidu 
sloužícího jako hlavní energetický zdroj pro buňky, prostřednictvím elektrontransportního 
systému (ETS), (Scheffler 2007).  
1.2.1 Struktura mitochondrií 
Velikost, množství a tvar mitochondrií se liší v závislosti na buněčném typu, 
metabolické aktivitě a stavu dané buňky. Množství mitochondrií se pohybuje od jednotek 
(krevní destičky), (Thon a Italiano 2012) přes desítky (spermie), (Amaral et al. 2013) až po 
několik tisíc na 1 buňku (srdeční sval). Mitochondrie v buňkách se obvykle nevyskytují jako 
samostatné struktury, ale jsou dynamické a vytváří takzvanou mitochondriální síť. Tato síť 
vzniká díky procesům fúze a dělení, za které je zodpovědná celá řada proteinů (Xie et al. 
2018). Přestože mitochondrie mají různou velikost, obvykle ve fibroblastech, hepatocytech 
nebo kardiomyocytech mají klobásovitý tvar, jsou dlouhé 3-4 µm a mají průměr kolem 1 µm 
(Scheffler 2007). Vnitřní struktura mitochondrií však zůstává za fyziologických podmínek 
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vždy stejná. Skládají se ze 4 definovaných vzájemně propojených kompartmentů, z nichž 
dva tvoří dvě samostatné a funkčně oddělené membrány - vnější a vnitřní, které oddělují 
mezimembránový prostor a mitochondriální matrix (viz Obrázek 2). Díky prostorovému 
rozdělení vznikají v mitochondriích odlišná prostředí, ve kterých mohou probíhat různé 
metabolické procesy jako například Krebsův cyklus, β-oxidace mastných kyselin, 
ketogeneze, glukoneogeneze nebo metabolismus aminokyselin aj. 
 
 
Obrázek 2. Model struktury mitochondrií. Za fyziologických podmínek se mitochondrie skládají ze  
4 kompartmentů: vnější a vnitřní mitochondriální membrány, mezimembránového prostoru  
a mitochondriální matrix. Ve vnější mitochondriální membráně se nachází poriny, díky kterým je 
propustná pro mnoho látek. Vnitřní mitochondriální membrána vybíhá v tzv. kristy, které zvětšují 
její plochu. Na této membráně se nachází komplexy elektrontransportního systému včetně ATP 
syntázy. Uvnitř mitochondriální matrix se nachází kruhová mtDNA a také mitochondriální 
ribozomy (převzato a upraveno podle Kelvinsong, CC0, via Wikimedia Commons). 
1.2.1.1 Vnější mitochondriální membrána (OMM, z anglického outer mitochondrial 
membrane) 
Vnější mitochondriální membrána odděluje cytosol od mezimembránového prostoru 
a díky tomu, že se v ní nachází velké množství integrálních proteinů tzv. porinů, je propustná 
pro různé metabolity a ionty, a to až do velikosti 5 kDa (Alberts 1998). Díky tomu je 
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umožněna vzájemná komunikace mezi cytosolem a mitochondrií. Stejně jako u většiny 
živočišných plazmatických membrán tvoří 50 % hmotnosti vnější mitochondriální 
membrány proteiny a 50 % lipidy (Monteiro et al. 2014). 
Vnější mitochondriální membrána je ve velmi úzkém kontaktu s endoplazmatickým 
retikulem (ER). Bylo prokázáno, že toto propojení je výhodné pro přenos iontů a lipidů, 
signalizaci a také membránovou dynamiku (Csordás et al. 2018). V roce 2006 bylo 
prostřednictvím elektronové tomografie prokázáno, že mezi vnější mitochondriální 
membránou a subdoménami hladkého a drsného ER dochází ke vzniku různě tvarovaných  
a velkých propojení (Csordás et al. 2006), která se označují jako MAM (mitochondrial-
associated ER membranes). Bylo zjištěno, že tato propojení jsou účinná v udržování 
vápníkové rovnováhy mezi ER a mitochondriemi, a slouží také k transportu lipidů (Hayashi 
et al. 2009). 
1.2.1.2 Mezimembránový prostor (IMS, z anglického intermembrane space) 
Mezimembránový prostor je oblast lokalizovaná mezi vnější a vnitřní 
mitochondriální membránou. Díky přenosu proteinů, lipidů a dalších metabolitů slouží 
k propojení procesů probíhajících v mitochondriích s ostatními procesy v buňce. 
Mezimembránový prostor je z důvodu značné propustnosti vnější mitochondriální 
membrány pro malé molekuly podobný svým složením cytosolu. Kromě ostatních molekul 
obsahuje velké množství cytochromu c, který slouží nejen jako molekula energetického 
metabolismu, ale hraje také důležitou roli v programované buněčné smrti neboli apoptóze. 
Za fyziologických podmínek je pro cytochrom c vnější mitochondriální membrána zcela 
nepropustná. Její permeabilizací, změnami koncentrace Ca2+ (Scorrano et al. 2003) či vlivem 
proteinů rodiny Bcl-2 (z anglického B-cell lymphoma-2), však dochází k uvolnění 
cytochromu c do cytosolu a k jeho interakci s dalšími kaspázami, a tím ke spuštění 
následných apoptotických procesů (Brenner a Mak 2009).  
1.2.1.3 Vnitřní mitochondriální membrána (IMM, z anglického inner mitochondrial 
membrane) 
Vnitřní mitochondriální membrána má oproti membráně vnější výrazně větší povrch. 
Toto zvětšení povrchu poskytující větší prostor pro průběh metabolických reakcí, je 
způsobeno vchlípením vnitřní mitochondriální membrány ve specifické struktury, které se 
označují jako kristy (Mannella 2006). Vnitřní mitochondriální membrána je podobně jako 
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většina buněčných membrán téměř nepropustná pro ionty a většinu malých molekul. Jejich 
přenos, a tím i propustnost vnitřní mitochondriální membrány, je regulován pomocí 
specifických proteinových přenašečů. Přítomnost těchto přenašečů a komplexů ETS odlišuje 
vnitřní mitochondriální membránu od vnější a také od ostatních plazmatických membrán, 
protože jí zajišťuje vysoký podíl proteinů (75 %) oproti lipidům. Uvádí se, že vnitřní 
mitochondriální membrána obsahuje dokonce kolem 21 % všech proteinů nacházejících se 
v mitochondrii, zatímco ve vnější mitochondriální membráně se nachází pouze 6 % proteinů 
(Alberts 1998). 
1.2.1.4 Mitochondriální matrix  
Jako mitochondriální matrix se označuje prostor ohraničený vnitřní mitochondriální 
membránou. Mitochondriální matrix je místem působení řady enzymů, které katalyzují četné 
metabolické procesy. Mezi hlavní z nich patří enzymy Krebsova cyklu. Matrix také obsahuje 
mitochondriální DNA (mtDNA), specifické ribozomy, tRNA a peptidy pro translaci mRNA 
(Alberts 1998). 
1.2.1.5 Mitochondriální genom 
Jednou z hlavních charakteristik odlišujících mitochondrie od ostatních buněčných 
organel je přítomnost vlastního kruhového genomu - mtDNA a specifických ribosomů 
umožňující lokální syntézu proteinů. Na základě proteomických, genomických  
a bioinformatických analýz bylo prokázáno, že savčí mitochondrie obsahují více než 1500 
proteinů, které se liší v závislosti na typu tkáně (Nunnari and Suomalainen 2012) 
Mitochondriální DNA kóduje pouze 13 z těchto proteinů. Zbytek proteinů včetně těch, které 
jsou potřebné pro tvorbu mitochondriální RNA (polymeráza, ribozomální proteiny)  
a všechny enzymy Krebsova cyklu, byl během evoluce z mtDNA redukován přenosem genů 
do jádra. Jaderně kódované mitochondriální proteiny jsou syntetizovány v cytosolu  
a následně aktivně importovány a tříděny do jednotlivých mitochondriálních kompartmentů. 
Mitochondriální biogeneze tedy vyžaduje koordinaci exprese jaderných i mitochondriálních 
genů  (Neupert a Herrmann 2007). 
Lidská mtDNA je dvouvláknová kruhová molekula dlouhá 16 569 párů bází (bp). 
Mitochondriální DNA obsahuje 37 genů kódujících 2 rRNA, 22 tRNA a 13 polypeptidů. 
Jednotlivé řetězce mtDNA se rozdělují na lehký (L – z anglického light) a těžký  
(H – z anglického heavy) v závislosti na obsahu jednotlivých bází (viz Obrázek 3). Těžký 
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řetězec je výrazně obohacen o guanosiny (G), zatímco v lehkém řetězci je obsah G výrazně 
nižší. Lidský mitochondriální genom a mitochondriální genomy ostatních savců neobsahují 
introny a obsahují jen velmi málo nekódujících oblastí (Zinovkina 2019). Významnou 
součástí mtDNA je oblast, která se označuje jako D-smyčka (D-loop). Tato nekódující oblast 
je dlouhá 1124 bp a slouží jako promotor pro lehký i těžký řetězec mtDNA a obsahuje 
základní transkripční i replikační prvky. Oblast D-smyčky je častým místem změn mtDNA 
a obsahuje 2 hypervariabilní oblasti (HV1 a HV2), (Levin et al. 1999). Sekvenční analýza 
těchto 2 oblastí má široké využití nejen při forenzních analýzách, ale také při studiu evoluce 
člověka, příbuzenských vztahů nebo v diagnostice mitochondriálních onemocnění (Tran et 
al. 2020)  
 
Obrázek 3. Genom lidské mitochondriální DNA. Dvouvláknová kruhová molekula dlouhá 16 569 bp 
obsahující 37 genů kódujících 2rRNA, 22tRNA a 13 polypeptidů. Zobrazen lehký (L), těžký 
řetězec (H) a D-smyčka. OH – počátek a směr syntézy težkých řetězců při replikaci; OL - počátek 
a směr syntézy lehkých řetězců při replikaci (převzato a upraveno podle Amorim et al. 2019). 
Mitochondriální DNA je přítomná ve vysokém počtu (103 – 104 molekul) téměř ve 
všech buňkách, její množství se může lišit v závislosti na fyziologickém stavu dané buňky 
či na typu tkáně. Převážná většina kopií mtDNA je dokonce při narození identická (Sharma 
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et al. 2005). Velký počet kopií a také dědičnost po mateřské linií jsou důležitými faktory, 
které výrazně odlišují mitochondriální genom od jaderného.  
1.2.2 Tvorba energie v mitochondriích  
Mitochondrie jsou buněčné organely zodpovědné za produkci energie  
v buňkách. Tvorbu energie v mitochondriích popisuje chemiosmotická teorie, za kterou 
dostal Peter Mitchell v roce 1978 Nobelovu cenu za chemii. Pro tvorbu energie je důležitá 
vnitřní mitochondriální membrána, která je místem lokalizace sofistikovaného 
elektrontrasportního systému, jenž slouží k přenosu elektronů z vhodných substrátů přes 
jednotlivé komplexy systému dýchacího řetězce (komplex I – IV) s využitím 2 mobilních 
elektronových přenašečů (koenzymu Q a cytochromu c) až na finální akceptor elektronů,  
a to molekulární kyslík (viz Obrázek 4). Jednotlivé komplexy se liší velikostí redoxního 
potenciálu, a díky tomu je zajištěn správný směr toku elektronů. Energie, která je při tomto 
procesu postupně uvolňována, slouží k pumpování protonů (H+) do mezimembránového 
prostoru, a tím se vytváří protonový gradient mezi mitochondriální matrix  
a mezimembránovým prostorem, který je využit ATP syntázou (označovanou též jako 
komplex V) k tvorbě ATP z ADP a Pi  (Mitchell 1961). 
1.2.2.1 Krebsův cyklus  
Hlavními energetickými zdroji pro tvorbu ATP v mitochondriích jsou sacharidy, 
lipidy a proteiny. Tyto 3 zdroje energie mohu být katabolizovány na acetyl-CoA, který 
následně vstupuje v mitochondriální matrix do Krebsova cyklu. Počátek cesty jednotlivých 
substrátů je odlišný. Sacharidy jsou nejprve v cytosolu metabolizovány v procesu glykolýzy 
na pyruvát, který následně vstupuje do mitochondrií, kde je pyruvátdehydrogenázou 
přeměněn na acetyl-CoA. Mastné kyseliny jsou na acetyl-CoA přeměňovány na vnitřní ploše 
vnitřní mitochondriální membrány a v mitochondriální matrix v procesu β-oxidace (Bartlett 
a Eaton 2004). Cesta přeměny jednotlivých aminokyselin na pyruvát, acetyl-CoA či 
meziprodukty Krebsova cyklu je složitější a existuje pro ni celá řada specifických enzymů.  
V Krebsově cyklu je následně acetylová skupina acetyl-CoA přenesena na oxalacetát 
za vzniku molekuly citrátu. V následující sérii sedmi enzymatických kroků se citrát oxiduje 
zpět na oxalacetát. Přebývající 2 uhlíky z Krebsova cyklu odchází jako molekuly oxidu 
uhličitého a elektrony jsou přeneseny do kofaktorů nikotinamidadenindinukleotidu (NADH 
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+ H+) a flavinadenindinukleotidu (FADH2). Vzniklý oxalacetát znovu vstupuje do Krebsova 
cyklu (viz Obrázek 4), zatímco energie uvolněná ve formě NADH + H+ a FADH2 je 
přenesena k elektrontransportnímu systému (shrnuto v Osellame 2012). 
 
Obrázek 4. Bioenergetika elektrontransportního systému (ETS) a Krebsova cyklu. Pyruvát je 
metabolizován enzymy Krebsova cyklu na vysokoenergetické molekuly jako NADH, GTP  
a FADH2. Vytvořený NADH je následně přeměněn komplexem I na NAD+, a tím je spuštěn přenos 
elektronů v ETS. Zároveň dochází k pumpování protonů do mezimembránového prostoru a vzniklý 
protonový gradient je využit ATP syntázou (KV) k tvorbě ATP. Q-koenzym Q; Cyt c – cytochrom 
c; H+ - proton; Fo a F1 – části KV; NADH – nikotinamidadenindinukleotid; ADP  
– adenosindifosfát; ATP – adenosintrifosfát; CoA – koenzym A, GDP – guanosisdifosfát; GTP  
– guanosintrifosfát (převzato a upraveno podle Osellame 2012). 
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1.2.2.2 Elektrontransportní systém (ETS) 
ETS či dýchací řetězec je systém proteinových komplexů lokalizovaný na vnitřní 
mitochondriální membráně, který se skládá ze série elektronových přenašečů. Většina z nich 
jsou integrální membránové proteiny, jejichž prostetické skupiny jsou schopné přijímat či 
odevzdávat jeden nebo dva elektrony. Kromě integrálních membránových proteinů jsou 
součástí ETS také 2 mobilní přenašeče (viz Obrázek 5). Jednotlivé komplexy ETS nejsou 
v membráně lokalizované izolovaně, ale tvoří tzv. superkomplexy, které přispívají ke 
katalytickému zesílení procesů v ETS, k účinnějšímu směřování substrátů či ke stabilizaci 
jednotlivých komplexů (Schägger 2001). Bylo zjištěno, že komplexy KI, KIII, KIV a KV 
tvoří superkomplexy různého zastoupení jednotlivých komplexů, například ATP syntáza 
vytváří dimery, které v kristách vytváří oligomerní řetězce. Jediným z komplexů, který 
superkomplexy nevytváří je KII (Chaban et al. 2014). 
 
Obrázek 5. Mitochondriální elektrontransportní systém (ETS). ETS slouží k přenosu elektronů 
z jednotlivých substrátů přes 4 respirační komplexy (KI-KIV) a 2 mobilní přenašeče (koenzym Q 
a cytochrom c) na finální akceptor elektronů, molekulární kyslík. OMM – vnější mitochondriální 
membrána; IMS - mezimembránový prostor; IMM – vnitřní mitochondriální membrána; I, II, III, 
IV, V – komplexy ETS; H+ - proton; Q – koenzym Q; Cyt c – cytochrom c, NADH  
– nikotinamidadenindinukleotid; O2 – kyslík; H2O – molekula vody; modré šipky - znázorňují 
cestu elektronů; - - elektron; + - proton; mtDNA – mitochondriální DNA (převzato a upraveno 
podle Lehninger et al., 2013).  
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Cesta přenosu elektronů v elektrontransportním systému z NADH začíná na 
komplexu I (KI) neboli NADH-ubichinonoxidoreduktáze (EC 7.1.1.2)1. Komplex I je 
jedním z největších membránově vázaných enzymů v buňce a největším z komplexů ETS  
s molekulární hmotností kolem 980 kDa. Tento enzym ve tvaru písmene L obsahuje 
hydrofobní doménu zanořenou do vnitřní mitochondriální membrány a hydrofilní rameno, 
které obsahuje vazebné místo pro NADH a směřuje do mitochondriální matrix (Sazanov  
a Walker 2000). Savčí komplex I se skládá ze 45 podjednotek (7 kódovaných mtDNA  
– ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 a ND6). Čtrnáct z těchto podjednotek je základních, 
obsahují katalytický aparát a jsou konzervované od bakterií po člověka; 31 podjednotek je 
specifických pouze pro savce (Zhu et al. 2016). Počátek tvorby energie v ETS začíná 
přenosem 2e- z NADH na flavinmononukleotid (FMN) nacházející se v hydrofilním rameni 
KI. Tyto elektrony jsou poté přeneseny přes 9 FeS center až na mobilní přenašeč elektronů 
koenzym Q, který je následně přepraví až na další z komplexů ETS - na komplex III. 
Současně s přenosem 2e- z NADH komplexem I dochází k translokaci  
4 H+ z mitochondriální matrix do mezimembránového prostoru (Baradaran et al. 2013).  
Další z komplexů ETS, který zprostředkovává přenos e-, je komplex II (KII) neboli 
sukcinátdehydrogenáza (EC 1.3.5.1). Tento 123 kDa velký komplex je stejně jako KI 
lokalizovaný na vnitřní mitochondriální membráně a skládá se ze 4 podjednotek 
(kódovaných pouze jadernou DNA). Rozlišujeme u něj 2 domény, velkou (solubilní)  
a malou (ukotvující komplex ve vnitřní mitochondriální membráně), (Sun et al. 2005). 
Komplex II zprostředkovává 2 různé reakce, hraje důležitou roli v ETS a zároveň je součástí 
Krebsova cyklu, kde oxiduje sukcinát na fumarát, a díky tomu vytváří funkční propojení 
mezi těmito dvěma procesy. Hlavní funkcí KII v ETS je přenos 2 e- uvolněných během 
oxidace sukcinátu na fumarát, které redukují kovalentně vázaný FAD na FADH2. Elektrony 
dále pokračují přes jednotlivá FeS centra KII až na koenzym Q, který tím redukují. 
Z koenzymu Q jsou následně elektrony přeneseny na komplex III. KII je jediným 
z komplexů ETS, u nějž nedochází k přenosu H+ do mezimembránového prostoru 
(Bezawork-Geleta et al. 2017). 
                                                 
1 EC (z anglického Enzyme Commision number) je klasifikační číslo daného enzymu přiřazené na základě 
chemické reakce, kterou katalyzuje 
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Koenzym Q redukovaný komplexem I nebo komplexem II volně difunduje vnitřní 
mitochondriální membránou a přenáší elektrony na komplex III (KIII) neboli komplex 
cytochrom bc1 (EC 7.1.1.8; ubichinol:cytochrom-c-oxidoreduktáza). Komplex III má 
molekulovou hmotnost 240 kDa a skládá se z 11 podjednotek, z nichž pouze 1 (cytochrom 
b) je kódovaná mtDNA (Horsefield et al. 2006). Přenos elektronů komplexem III 
z koenzymu Q na cytochrom c probíhá prostřednictvím tzv. Q cyklu (viz Obrázek 6). 
Redukovaný koenzym Q (QH2) přináší na KIII 2e
-, jejichž cesta komplexem je odlišná. První 
elektron putuje přes FeS centra tzv. Rieskeho proteinu, cytochrom c1 až na oxidovaný 
cytochrom c, který tím redukuje. Druhý elektron putuje přes 2 hemy cytochromu b (bL a bH) 
na oxidovaný koenzym Q (Q), který redukuje na  semichinonový radikál (Q-). Při tomto 
procesu se uvolní do mezimembránového prostoru 2H+. Následně dojde k vazbě dalšího 
QH2. Jeden z elektronů opět putuje přes FeS centra, cytochrom c1 až na cytochrom c. Druhý 
elektron putuje přes cytochrom b na koenzym Q, který tím plně redukuje na QH2. Na každé 
2 QH2, které vstoupí do Q cyklu, připadá regenerace jednoho QH2. Zároveň při přenosu 
elektronů z druhého QH2 dochází k uvolnění 2H
+ do mezimembránového prostoru. Celkem 
se tedy přenosem 2e- a cytochrom c uvolní do mezimembránového prostoru 4H+ (Crofts 
2004).  
Cytochrom c následně přenáší elektrony (vždy pouze 1) na komplex IV (KIV) neboli 
cytochrom c oxidázu (E.C. 7.1.1.9). Tento komplex o velikosti 204 kDa se skládá z 13 
proteinových podjednotek, z nichž 3 jsou kódované mtDNA (CO1, CO2, CO3). Elektrony 
z cytochromu c jsou komplexem IV přeneseny přes měďnaté centrum CuA, hem a, hem a3, 
dále přes 2. měďnaté centrum CuB až na finální akceptor elektronů, kterým je molekulární 
kyslík. Postupný přenos 4e- z cytochromu c přes KIV umožní vznik dvou molekul H2O 
z jedné molekuly O2 a zároveň přenos 4H
+ z mitochondriální matrix do mezimembránového 




Obrázek 6. Q cyklus zobrazen ve 2 krocích. V 1. kroku (vlevo) se oxidovaný koenzym Q (Q) redukuje 
na semichinonový radikál (Q-), který je ve 2. kroku (vpravo) plně redukován (QH2). Mezitím jsou 
2 molekuly QH2 oxidovány na Q, čímž se uvolní na 1 molekulu QH2 2 protony do 
mezimembránového prostoru (celkem na 2 molekuly QH2 4protony). Každý QH2 nesoucí 2e- 
přenese postupně 1e- přes FeS centra na cytochrom c1, ze kterého putuje na cytochrom c a 2. 
elektron prostřednictvím cytochromu b na molekulu Q. IMS-mezimembránový prostor;  
IMM – vnitřní mitochondriální membrána; H+ - proton; e- - elektron; Q – oxidovaný koenzym Q; 
QH2 – plně redukovaná forma koenzymu Q; Q-- semichinonový radikál; 2Fe-2S – železo sirná 
centra; cyt c – cytochrom c; dráha elektronů komplexem III znázorněna modrými šipkami 
(převzato a upraveno podle Lehninger et al. 2013). 
 Kromě substrátů vstupujících do ETS, které jsou přímo či nepřímo tvořeny převážně 
v mitochondriální matrix v metabolických procesech jako je Krebsův cyklus či β-oxidace 
mastných kyselin, existují i další zdroje elektronů jako například pyruvátdehydrogenázový 
komplex, sulfid oxidáza, glutamátdehydrogenáza, dihydroorotátdehydrogenáza, sulfid-
ubichinonoxidoreduktáza nebo mitochondriální glycerolfosfátdehydrogenáza (Kohoutová et 




Obrázek 7. Komplexní pohled na ETS včetně dalších donorů elektronů. Zdroji elektronů ETS jsou 
substráty produkované v Krebsově cyklu či vznikající při β-oxidace mastných kyselin. Dalšími 
zdroji elektronů jsou pyruvátdehydrogenázový komplex, glutamátdehydrogenáza, mitochondriální 
glycerolfosfátdehydrogenáza, sulfidoxidáza, dihydroorotátdehydrogenáza, sulfidubichinon-
oxidoreduktáza či cholindehydrogenáza (není zobrazena). II, III, IV – komplexy ETS; Ɵ – elektron; 
H+ - proton; Q – koenzym Q; c – cytochrom c; O2 – kyslík; NADH –nikotinamidadenindinukleotid; 
S – sukcinát; Gp – glycerolfosfát; DhO – hydroxyorotát; H2S – hydrogensulfid; mGPDH  
– mitochondriální glycerolfosfát dehydrogenáza; ETF – elektron přenášející flavoprotein; SQOR 
– sulfid:ubichinon oxidoreduktáza; ETFQOR – elektron přenášející flavoprotein:ubichinon-
oxidoreduktáza (Kohoutová et al. 2018). 
1.2.2.3 Tvorba ATP v elektrontransportním systému 
Energie uvolněná přenosem elektronů přes jednotlivé komplexy ETS je zdrojem 
energie pro termodynamicky nepříznivé čerpání H+ proti jejich koncentračnímu gradientu 
komplexy I, III a IV. Tím dochází k nárůstu protonového gradientu mezi mitochondriální 
matrix a mezimembránovým prostorem, který je následně využit komplexem V (KV) neboli 
FoF1-ATP syntázou (EC 7.1.2.2) k syntéze ATP z ADP a anorganického fosfátu - Pi 
(Mitchell 1961). Lidská ATP syntáza je 592 kDa velký proteinový komplex složený z 29 
podjednotek 18 různých typů, z nichž pouze 2 jsou kódované mtDNA (a a A6L). KV se 
skládá ze 2 funkčních domén: Fo (označované jako stator) lokalizované ve vnitřní 
mitochondriální membráně a F1 (označované jako rotor) směřující do mitochondriální 
matrix, které jsou propojené centrálním a periferním stonkem. Doména Fo se skládá z 10 
druhů podjednotek c, a, b, d, F6, OSCP (z anglického oligomycin sensitivity conferral 
protein) a doplňkových e, f, g a A6L. Doména F1 obsahuje pouze 5 druhů podjednotek α, β, 
γ, δ, ε a inhibiční protein IF1. Podjednotky F1, γ, δ a ε tvoří tzv. centrální stonek komplexu 
V a podjednotky b, d, F6 a OSCP tvoří stonek periferní (He et al. 2018). 
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Vzniklý protonový gradient mezi mitochondriální matrix a mezimembránovým 
prostorem je využit částí Fo ATP syntázy k fosforylaci ADP. Přenos  
H+ z mezimembránového prostoru zpět do mitochondriální matrix je totiž spojen 
s konformačními změnami jednotlivých podjednotek ATP syntázy. Protony nejprve 
prochází přes podjednotku a do prstence tvořeného podjednotkami c v Fo části, což vyvolá 
rotaci γ podjednotky. Rotace γ podjednotky o 120° ve směru hodinových ručiček vede ke 
konformační změně v F1 části, konkrétně v hexameru α3β3 kde se na každém ze tří  
β podjednotek mění afinita pro jednotlivé substráty a produkty a může se z pevně 
navázaného ADP a Pi vytvořit ATP (viz Obrázek 8). Jednotlivé konformační stavy se 
označují jako otevřený stav βo (z anglického open) kdy není navázáno nic, volný stav βL (za 
anglického loose) kdy je navázáno ADP a Pi, a těsný stav βT (z anglického tight) kdy je 
pevně vázáno ATP (Saraste 1999). Celý tento proces tvorby ATP lze popsat mechanizmem 
vazebných změn, který poprvé popsal v roce 1975 Paul Boyer2 (Boyer 1975).  
Určit přesný počet protonů, a tedy i přesný počet molekul NADH či FADH2, nutný 
k vytvoření 1 molekuly ATP, je obtížné. Záleží nejen na počtu podjednotek c Fo části ATP 
syntázy, ale také na počtu e-, které jsou úspěšně dopraveny ETS na cílový molekulární 
kyslík. Může docházet k úniku protonů přes vnitřní mitochondriální membránu, a tím 
k přeměně jejich energie na teplo. Tento proces se označuje jako odpojení oxidace od 
fosforylace. Odhaduje se však, že přenosem elektronů z 1 molekuly NADH vzniknou  
3 molekuly ATP, zatímco z 1 molekuly FADH2 pouze 2 molekuly ATP. Rozdíl je dán tím, 
že přenosem elektronů komplexem II nedochází k přenosu H+ z matrix do 
mezimembránového prostoru (Ferguson 2010). Kromě toho, že v procesu ETS dochází 
k úniku protonů, může docházet také k úniku elektronů z jednotlivých komplexů ETS. 
Předčasný únik elektronů vede k jejich vazbě rovnou na kyslík a tím dochází ke vzniku 
superoxidu, který je vysoce reaktivní. Superoxid výrazně přispívá k oxidativnímu stresu, 
jenž hraje zásadní roli nejen v mnoha patologických stavech, ale také v procesech stárnutí 
(Cedikova et al. 2016).  
 
                                                 
2 P. D. Boyer dostal společně s J.E.Walkerem a J. C. Skouem za objasnění syntézy ATP v roce 1997 Nobelovu 




Obrázek 8. Model mechanizmu vazebných změn ATP syntázy. F1 část ATP syntázy obsahuje 3 různá 
vazebná místa, jedno na každém páru α a β podjednotek. Jednotlivá vazebná místa se označují jako  
βo – otevřené, kde není navázáno nic, βL – volné, kde je navázáno ADP a Pi a βT – těsné, kde je 
pevně vázáno ATP. Protonmotivní síla způsobí rotaci γ podjednotky (zelená šipka), která vyvolá 
konformační změnu dimeru α a β podjednotky. Tím se změní vazebné místo βT na βo  
a dojde k uvolnění ATP, βo se změní na βL, které je schopné vázat ADP a Pi a βo se změní na βT, 




1.3 Mitochondriální dysfunkce v sepsi 
Navzdory obrovskému úsilí v preklinickém i klinickém výzkumu sepse, není její 
přesná patofyziologie stále do detailů objasněna. Zdá se však, že mitochondrie by v tomto 
procesu mohly hrát klíčovou roli. Stále častěji se totiž ukazuje, že v průběhu sepse dochází 
ke změnám mitochondriálních funkcí, a to na mnoha úrovních. Experimentální data 
naznačují, že dochází k ovlivnění mitochondriální produkce reaktivních forem kyslíku  
a dusíku, biogeneze, obratu a struktury mitochondrií, vnitrobuněčné homeostázy vápníku, 
regulace apoptotických procesů a také k abnormalitám v ETS (viz Obrázek 9). Doposud 
nezodpovězenou otázkou však zatím zůstává, zda je narušená funkce mitochondrií primární 
příčinou, která vede k následné multiorgánové dysfunkci a sepsi, nebo zda se jedná pouze  
o jev průvodní, potenciálně zhoršující průběh onemocnění nebo naopak adaptační směřující 
k ochraně selhávajících orgánů.  
1.3.1 Abnormality elektrontransportního systému 
Za kritický jev ve vývoji multiorgánového selhání indukovaného sepsí jsou 
považovány abnormality v ETS, které mohou ovlivnit tvorbu ATP, což může následně 
způsobit až bioenergetický deficit (Singer 2014). Publikovaná data o změnách 
mitochondriální respirace u různých modelových organismů jsou však nehomogenní. 
Některá data poukazují na zjevné narušení mitochondriálních funkcí, u jiných studií nebyly 
pozorovány žádné změny či naopak bylo pozorováno jisté zvýšení. Narušená 
mitochondriální respirace byla pozorována například na zvířecích modelech sepse u prasat 
(Kozlov et al. 2010), koček (Crouser et al. 2002) a paviánů (Gellerich et al. 1999). Na rozdíl 
od toho většina experimentů provedených na hlodavcích neprokázala žádné změny 
mitochondriální respirace na úrovni jednotlivých orgánů, konkrétně v játrech, srdci a mozku. 
Pouze v několika málo případech byla pozorována snížená či dokonce zvýšená 
mitochondriální spotřeba kyslíku (Jeger et al. 2013). Většina studií naznačuje, že hlodavci 
jsou zřejmě méně náchylní k mitochondriální dysfunkci než prasata nebo kočky, a to  




Obrázek 9. Soubor možných mechanismů vedoucích k mitochondriální dysfunkci v kardiomyopatii indukované sepsí . ΔΨ – mitochondriální membránový 
potenciál; ETS – elektrontransportní systém; iNOS -  inducibilní syntáza oxidu dusnatého; mPTP – mitochondriální pór přechodné propustnosti;   
PARP – poly(ADP-riboza) polymeráza ; RyR – ryanodinový receptor;  SERCA – sarco/edoplazmatická vápníková ATPáza; UCPs – uncoupling proteiny;  
ADP – adenosindifosfát; ATP – adenosintrifosfát;  H+ - proton;  Ca2+ - vápenaté ionty;  ROS – reaktivní formy kyslíku; RNS – reaktivní formy dusíku; 




Existují nejméně tři možná vysvětlení dysfunkce ETS spojené se sepsí a následné zhoršené 
produkce energie (Kohoutová et al. 2018), (viz Obrázek 10). 
1. Výrazná variabilita respiračních funkcí u různých experimentálních modelů sepse 
naznačují, že poškození nemusí být primární, ale mohlo by být způsobeno 
sekundárními procesy vyvolanými dysregulovanou systémovou zánětlivou odpovědí 
(SIRS). Při SIRS dochází k nárůstu spotřeby kyslíku, který je vyvolaný aktivací 
imunitního systému, zvýšenou tělesnou teplotou a nárůstem bazálního metabolismu. 
SIRS často vede i k oběhovým poruchám, což se může projevit zhoršeným 
prokrvením tkání a následnou sekundární hypoxií. V důsledku toho by 
mitochondriální snížení spotřeby kyslíku a tím doprovázený pokles tvorby ATP 
mohly souviset s oběhovým selháním doprovázeným tkáňovou hypoxií (Kozlov 
et al. 2017).  
Bylo prokázáno, že u kriticky nemocných pacientů se sepsí dochází 
k nedostatečné produkci energie, která je spojena se zvýšenou rychlostí metabolismu, 
katabolismem bílkovin a tuků, negativní bilancí dusíku, hyperglykémií a inzulinovou 
rezistencí (Chioléro 1997). Souvislost těchto metabolických změn se změnami 
tělesné teploty či závažností onemocnění však nebyla prokázána, stejně jako 
souvislost s hyperdynamickou cirkulací typickou pro pacienty se SIRS (Kreymann 
et al. 1993). I přsto, že byly u pacientů se sepsí identifikovány změny průtoku krve 
v mikrocirkulaci (De Backer et al. 2002), pravá tkáňová hypoxie projevující se 
poklesem tkáňového pO2 byla pozorována převážně v hypodynamické fázi sepse 
nebo u krátkodobého endotoxemického modelu sepse u hlodavců (Dyson et al. 
2011). Navíc hodnota tkáňového pO2 neodráží jen dodávku kyslíku do tkání, ale je 
spíše výsledkem rovnováhy mezi dodávkou kyslíku do tkání a jeho buněčnou 
spotřebou (Gattinoni et al. 1995, Hayes et al. 1997).  
2. Další možnou příčinou by mohla být tzv. cytopatická hypoxie způsobená DAMPs  
a mediátory zánětu neboli stav, při kterém je snížená produkce ATP navzdory 
normálním hodnotám pO2 v blízkosti mitochondrií (Fink 1997). Cytopatická hypoxie 
by mohla být zřejmě důsledkem několika různých avšak kompatibilních patogenních 
mechanismů jako například snížené dodávky klíčových substrátů (např. pyruvátu) do 
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energetického metabolismu (Vary 1996) nebo inhibice důležitých enzymů 
v Krebsově cyklu či ETS jako např. komplexu IV. Bylo prokázáno, že TNFα zřejmě 
prostřednictvím intracelulární signální kaskády vede k fosforylaci katalytické 
podjednotky I komplexu IV, což způsobí jeho inhibici, vede k poklesu 
mitochondriálního membránového potenciálu a ke snížení tvorby ATP (Samavati et 
al. 2008). Dalším z možných patogenních mechanismů cytopaxické hypoxie je 
aktivace enzymu poly(ADP-ribóza)polymerázy-1 (PARP-1), který je za 
fyziologických podmínek aktivován jednovláknovými zlomy DNA a účastní se jejich 
oprav. Nadměrná aktivace enzymu PARP-1 může vést k vyčerpání buněčné energie, 
poškození mitochondrií a tkáňové dysfunkci ( Huang a Shen 2009, Szabó et al. 1998). 
Posledním z mechanismů je zhroucení protonového gradientu mezi 
mezimembránovým prostorem a mitochondriální matrix, což se projeví odpojením 
oxidace od fosforylace (Fink 1997). 
Mezi nálezy, které by podporovaly teorii cytopatické hypoxie, patří například 
nezměněný či dokonce zvýšený pO2 v tkáních opakovaně pozorovaný v kosterním 
svalu pacientů (Boekstegers et al. 1991, Boekstegers et al. 1994) stejně jako snížená 
spotřeba kyslíku a tvorba ATP v mitochondriích kosterního svalstva (Brealey et al. 
2002, Fredriksson et al. 2006). Data získaná z jiných tkání zvířecích modelů sepse 
však teorii cytopatické hypoxie příliš nepodporují. Byly zde totiž pozorován jak 
snížený tak i nezměněný pO2 v játrech, ledvinách a střevní sliznici (Dyson et al. 2011, 
Lund et al. 1995). Zároveň ale výsledky studií mitochondriální respirace v těchto 
orgánech vykazují velkou míru variability, a proto neposkytují přesvědčivé důkazy 
o narušené utilizaci kyslíku před nástupem dysfunkce orgánů (Patil et al. 2014, Porta 
et al. 2006). Četné studie přesto naznačují, že různé mediátory zánětu jako například 
reaktivní formy kyslíku (Kozlov et al. 2017), dusíku, oxid uhelnatý (Duvigneau  
a Kozlov 2017) či sirovodík mohou výrazně ovlivnit zpracování kyslíku 






Obrázek 10. Role mitochondrií v sepsi. Tři možná vysvětlení dysfunkce ETS spojené se sepsí.  
1. Zvýšená spotřeba kyslíku společně se zhoršenými difuzními procesy v mikrocirkulaci vede 
k tkáňové hypoxii projevující se sníženou spotřebou kyslíku a narušením produkce ATP.  
2. Mitochondrie mohou být přímo vystaveny DAMPs a mediátorům zánětu, které způsobí 
tkáňovou hypoxii vedoucí k poklesu spotřeby kyslíku v podmínkách zachovaného tkáňového 
krevního toku a pO2. 3. Snížená spotřeba kyslíku by mohla souviset s aktivní rolí mitochondrií 
v řízení strategie přežití připomínající „omráčení“ či hibernaci. Tyto procesy mohou vést ke 
zvýšení mitochondriálního respiračního stavu LEAK, snížení oxidativní fosforylace  
a omezení produkce ATP. DAMPs – z anglického damage-associated molecular patterns;  
O2 – kyslík; ATP – adenosin trifosfát (převzato a upraveno podle Kohoutová et al., 2018). 
 
3. Pokles spotřeby kyslíku může být také zřejmě spojen s metabolicko-
bioenergetickým útlumem, ve kterém sehrávají aktivní roli mitochondrie.  Ty jsou 
schopné vyvinout speciální strategii přežití připomínající „omráčení“ nebo 
hibernaci, která se vyznačuje lokální kontraktilní dysfunkcí myokardu v důsledku 
zhoršeného zásobování O2 (Singer 2017). Oba tyto jevy byly původně popsány 
v srdci vystavenému ischemii. Termín „omráčený myokard“ (z anglického stunned 
myocardium) se používá k popisu abnormální kontraktilní funkce levé komory, která 
přetrvávala hodiny nebo dny po koronární okluzi, jež netrvala déle než 15 minut  
a zároveň nebyla doprovázena buněčnou smrtí (Braunwald a Kloner 1982, 
Heyndrickx et al. 1975).  Příčinou „omráčení“ myokardu je nejspíše vratné poškození 
vápníkového kanálu sarkoplazmatického retikula vlivem oxidačního stresu, což vede 
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k hromadění vápníku v cytoplasmě a následné inhibici aktomyozinového komplexu 
(Guaricci et al. 2018). Vnitrobuněčné vápníkové přetížení může aktivovat proteázy 
jako například kalpain I, která následně degraduje troponin I, což vede ke kontraktilní 
dysfunkci (Van Eyk a Murphy 2001). Při hibernaci myokardu dochází vlivem 
chronicky narušené koronární perfuze k požkození kontraktilní funkce levé komory, 
která může být revaskularizací obnovena (Braunwald a Rutherford 1986, Rahimtoola 
1993). Hibernace myokardu vyvolaná ischemií je považována za regulační opatření 
udržující integritu myokardu (Heusch et al. 2005).  
Na buněčné úrovni se oba procesy překrývají a jsou charakterizované 
metabolickou adaptací, konkrétně zpomalením metabolické aktivity  
a přesměrováním z aerobního metabolismu náročného na kyslík na anaerobní 
glykolýzu. Ta není energeticky příliš výhodná, ale zároveň není závislá na přísunu 
kyslíku. Různé faktory této metabolické adaptace byly pozorovány například na 
lidských a myších kardiomyocytech vystavených sepsi nebo endotoxémii. Byla  
u nich prokázána downregulace enzymů Krebsova cyklu, pokles katabolismu 
mastných kyselin, glukózy a ketonů, akumulace glykogenu a triacylglycerolů v srdci 
(Matkovich et al. 2017, Umbarawan et al. 2017), zvýšená aktivita 
pyruvátdehydrogenázy-kinázy vedoucí k potlačení funkce pyruvátdehydrogenázy 
(Standage et al. 2017) nebo snížená mitochondriální biogeneze (Lancel et al. 2009). 
Naopak v srdci septických potkanů byla detekována zvýšená biogeneze mitochondrií 
(Hotchkiss et al. 1991, Vanasco et al. 2014) a zároveň nebyly pozorovány změny 
v množství meziproduktů Krebsova cyklu. Studie zabývající se plazmatickými 
metabolomy a proteomy hospitalizovaných pacientů, kteří přežili sepsi prokázala, že 
větší kapacita katabolismu mastných kyselin je spojena s vyšší pravděpodobností 
přežití sepse (Langley et al. 2013).  
Nejpravděpodobněji lze vysvětlit metabolicko-bioenergetický útlum tak, že 
adaptační snížení kontraktilní funkce myokardu vede k poklesu energetických 




1.3.2 Změny mitochondriální dynamiky a struktury 
Na základě mnoha experimentálních studií bylo prokázáno, že v průběhu sepse 
dochází také ke změnám v biogenezi, obratu a struktuře mitochondrií. 
 
1.3.2.1 Mitochondriální biogeneze  
Mitochondriální biogeneze je proces, který zajišťuje normální množství, distribuci  
a funkci mitochondrií v buňkách a který je aktivován řadou různých signálních drah. 
Klíčovou roli v biogenezi mitochondrií hraje protein PGC-1α (PPARγ-koaktivátor-1α), 
který aktivuje transkripční faktory zodpovědné za produkci mitochondriálních proteinů 
(Ventura-Clapier et al. 2008). PGC-1α aktivuje například jaderné respirační faktory  
1 (NRF1) a 2 (NRF2) zodpovědné za regulaci transkripce jaderně kódovaných podjednotek 
ETS (Scarpulla et al. 2012). Mitochondriální biogeneze je aktivována v případech nízké 
produkce ATP, vlivem oxidačního stresu nebo přetížení vápníkem. Rovnováha v množství 
mitochondrií je kromě biogeneze zajištěna také procesy autofagie, a to nespecifickou 
autofagií i mitochondriálně specifickou autofagií (tzv. mitofagií), které odstraňují poškozené 
a nefunkční mitochondrie (Kubli a Gustafsson 2012).  
Z dostupných experimentálních dat je patrné, že na počátku sepse dochází ke snížení 
počtu mitochondrií a následně k výrazné aktivaci mitochondriální biogeneze (Vanasco et al. 
2014, Reynolds et al. 2009). Například v kardiomyocytech septických potkanů byl 
pozorován značný nárůst markerů biogeneze PGC-1α a NRF1, a zároveň byla zjištěna 
stimulace autofagie (Hickson-Bick et al. 2008). Také u myší bylo prokázáno, že v průběhu 
zotavení se z bakteriální sepse dochází k aktivaci PGC-1α a dalších faktorů, které vedou 
k nárůstu mitochondriální biogeneze. To zřejmě vede k obnovení oxidačního metabolismu 
a je důležitým faktorem pro přežití (Haden et al. 2007). Aktivace mitochondriální biogeneze 
byla prokázána také v kosterním svalu pacientů, kteří přežili sepsi (Carré et al. 2010). 
Mitochondriální biogeneze se tedy jeví jako zásadní krok v procesu zotavení se ze sepse. 
Zároveň bylo prokázáno, že s nárůstem markerů biogeneze je spojena také zvýšená exprese 
antioxidačního systému (konkrétně superoxiddismutázy). Pacienti, kteří na sepsi zemřeli, 
měli naopak prokazatelně sníženou expresi jaderných genů kódujících enzymy Krebsova 
cyklu a ETS (Matkovich et al. 2017). Přesné mechanizmy, kterými se u septických pacientů 
mění transkripce genů kódujících mitochondriální proteiny, nejsou známé. Zdá se však, že 
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u septických pacientů mohou ROS způsobit poškození mtDNA a tím mohou být zodpovědné 
za určitou nedostatečnost mitochondriální transkripce a biogeneze (Suliman et al. 2004).  
1.3.2.2 Změny mitochondriální struktury  
V souvislosti se sepsí byly pozorovány odchylky od běžné fyziologické struktury 
mitochondrií. V srdci potkanů, kterým byla sepse indukována injekcí lipopolysacharidu 
(LPS), byly nalezeny výrazně „oteklé“ (anglicky swollen) mitochondrie s narušenou 
strukturou krist a obsahující vnitřní váčky (Vanasco et al. 2014). Crouser et al. pozorovali 
také „otok“ mitochondrií a zároveň ztrátu integrity mitochondriálních membrán v játrech 
koček po aplikaci LPS (Crouser et al. 2002). A také prokázali, že použití cyklosporinu A, 
vede k oslabení abnormalit mitochondriální struktury vyvolaných LPS, což naznačuje 
zapojení mitochondriálního póru přechodné propustnosti (mPTP z anglického mitochondrial 
permeability transition pore) v procesu „otékání mitochondrií“ (Crouser et al. 2004). 
Hypertrofické mitochondrie s nepravidelnými kristami byly nalezeny i v posmrtných 
vzorcích kriticky nemocných pacientů se sepsí (Vanhorebeek et al. 2005).  
Naproti tomu v jiných studiích nebyly změny mitochondriální struktury pozorovány 
téměř vůbec. Ve vzorcích jater odebraných septickým pacientům měla většina mitochondrií 
normální vzhled a intaktní membránu, stejné výsledky byly potvrzeny také na myších 
(Watanabe et al. 2009). Změny mitochondriální struktury nebyly pozorovány ani v jaterní 
tkáni a izolovaných jaterních mitochondriích potkanů se sepsí indukovanou LPS (Kozlov et 
al. 2009). I v další studii provedené na myších, u kterých byla sepse vyvolaná cékální ligací 
a punkcí (CLP), měly pozorované jaterní mitochondrie normální strukturu, ale 
v hepatocytech byl zjištěn zvýšený počet intracelulárních váčků, které byly identifikované 
jako autofagosomy (Takahashi et al. 2013). Zvýšený počet intracelulárních váčků byl 
pozorován také v hepatocytech potkanů se sepsí indukovanou LPS, a to v blízkosti 
mitochondrií. Tyto váčky byly následně identifikovány jako dilatované ER (Nürnberger et 
al. 2012). Přesto, že mezi výsledky multiorgánové dysfunkce a ultrastruktury mitochondrií 
nepanuje zjevná shoda, data nepřímo naznačují zapojení mitochondrií. Zdá se tedy, že ne 
morfologické, ale spíše funkční změny mitochondrií mohou pomoci v pochopení 
patologických dopadů při sepsi. 
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1.3.2.3 Procesy fúze a dělení mitochondrií  
Mitochondrie neustále mění svůj tvar prostřednictvím procesů fúze a dělení a také 
pohybem po cytoskeletu. Délka a tvar mitochondrií je dán rovnováhou mezi rychlostmi 
procesů fúze a dělení, které mohou být ovlivněny metabolickými a patologickými stavy 
buněk či mitochondrií. Štěpení a fúze jsou důležité pro růst, mitochondriální distribuci 
v rámci buňky, udržení mitochondriální sítě a hrají také důležitou roli při apoptóze  
a mitofagii. Hlavní proteiny zodpovědné za procesy fúze a dělení jsou převážně 
členové rodiny dynaminu. Jejich funkce jsou řízené adaptorovými proteiny na povrchu 
mitochondrií a řadou regulačních molekulárních procesů. Fúzi vnější mitochondrií 
membrány u savců zprostředkovávají mitofusiny - mitofusin 1 (Mfn1) a 2 (Mfn2), fúzi 
vnitřní mitochondriální membrány zprostředkovává Opa1 (z anglického optic atrophy 1). 
Mitochondriální dělení zajišťuje protein Drp1 (z anglického dynamin-related protein 1), 
který se pohybuje mezi cytosolem a vnější mitochondriální membránou (viz Obrázek 11), 
(van der Bliek et al. 2013). 
  
Obrázek 11. Procesy fúze a dělení mitochondrií. Mitofuziny (mitofuzin 1 a 2) zprostředkovávají fúzi 
vnější mitochondriální membrány a Opa1 fúzi vnitřní mitochondriální membrány. Proces dělení 
mitochondrií zajišťuje protein Drp1 (převzato a upraveno podle van der Bliek et al. 2013). 
Bylo prokázáno, že u myší po aplikaci LPS dochází k mitochondriální fragmentaci, 
a to zřejmě z důvodu narušené interakce proteinů Drp1/Fis1 (z anglického mitochondrial 
fission protein 1), která hraje zásadní roli v rozvoji srdečního oxidačního poškození a srdeční 
dysfunkce v sepsi (Haileselassie et al. 2019). Také v játrech potkanů po CLP byla 
pozorována nerovnováha mezi mitochondriálními procesy fúze a dělení, konkrétně zvýšená 
mitochondriální fragmentace, která v tomto případě přispívala k poškození buněk  
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a apoptóze. Použití inhibitoru Drp1 in vivo mělo příznivé účinky na mitochondriální funkce 
a apoptózu u tohoto modelu sepse (Gonzalez et al. 2014).  Stejný inhibitor však bohužel 
nedokázal zlepšit mitochondriální a kontraktilní funkce v srdci endotoxemických myší, což 
poukazuje na orgánově specifické působení (Preau et al. 2016). Morfologické změny 
mitochondrií odpovídající změnám v procesech fúze a dělení byly detekovány také 24 hodin 
po podání endotoxinu v srdečních mitochondriích potkanů (Vanasco et al. 2014). I model 
těžké sepse indukované CLP vyvolal v myokardu myší nerovnováhu mezi procesy fúze  
a dělení doprovázenou aktivací Drp1 a downregulací OPA1, které byly spojené 
s abnormalitami mitochondriální struktury, mitochondriální dysfunkcí a poklesem srdeční 
kontraktility (Sánchez-Villamil et al. 2016). Aktivace Drp1 byla společně s menší velikostí 
mitochondrií, jejich zvýšenou fragmentací a abnormalitami morfologie a funkce, 
zaznamenána také u myší po aplikaci LPS (Preau et al. 2016). Zatímco u myší po subletální 
dávce LPS došlo k mírnému zvýšení exprese OPA1 (Piquereau et al. 2013). Tyto 
protichůdné výsledky mohou nejspíše odrážet rozdíly v indukci sepse, modelovém 
organismu a závažnosti onemocnění. Většina experimentálních dat však svědčí pro narušení 
mitochondriálních procesů fúze a dělení při sepsi.  
1.3.3 Oxidativní a nitrosativní stres 
Za fyziologických podmínek jsou mitochondrie hlavním zdrojem reaktivních forem 
kyslíku (ROS) v buňkách. ETS totiž není 100% účinný a při přenosu mohou elektrony 
uniknout ještě před tím, než doputují na komplex IV a reagovat s kyslíkem za vniku 
superoxidového aniontu a peroxidu vodíku. Uvádí se, že za fyziologických podmínek 
dochází k odklonění 1-2 % elektronů, ze kterých vzniknou ROS (Chance et al. 1979). In vivo 
či za podmínek zvýšené poptávky však může být situace odlišná (Brand 2016). Nerovnováha 
mezi produkcí ROS a mitochondriálními antioxidačními procesy vede k postupné akumulaci 
ROS a nárůstu oxidačního stresu. Vysoké koncentrace ROS mohou narušovat signální 
kaskády, vést k vratnému či nevratnému poškození proteinů, lipidů nebo DNA (Dikalov 
2011). Kromě toho může oxidační stres vést k indukci zlomů DNA, které aktivují enzym pro 
jejich opravu PARP. Jeho nadměrná aktivace následně může způsobovat vyčerpání buněčné 
energie a poškození mitochondrií (Bai et al. 2015). Kromě ROS může mitochondriální ETS 
produkovat oxid dusnatý (NO) případně jeho další vedlejší produkty nazývané reaktivní 
formy dusíku (RNS), (Catharina Duvigneau a Kozlov 2017). RNS mohou způsobovat 
oxidace, nitrosylace nebo nitrace proteinů, nukleových kyselin i antioxidantů jako například 
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glutathionu (Brown a Borutaite 2004). Oxidativní a nitrosativní stres či mitochondriální 
nárůst koncentrace vápníku mohou zvýšit propustnost mPTP. Jak již bylo zmíněno, vnitřní 
mitochondriální membrána je za fyziologických podmínek velmi málo propustná. 
Patologické otevření mPTP tak může způsobovat mitochondriální depolarizaci, narušení 
ETS, uvolňování vápníku a „bobtnání“ mitochondrií. To má za následek vyčerpání ATP, 
poškození vnější mitochondriální membrány a uvolnění proapoptotických faktorů, například 
cytochromu c (Bernardi a Di Lisa 2015). 
Účinky oxidativního stresu v sepsi jsou popsány v mnoha studiích provedených na 
různých experimentálních zvířatech i u pacientů a jsou brány jako ústřední součást 
patofyziologie sepse. Bylo prokázáno například, že peroxidace mitochondriálního 
kardiolipinu, který se nachází ve vnitřní mitochondriální membráně a má zásadní funkci 
v udržení struktury krist a organizaci komplexů ETS do superkomplexů, vede k narušení 
komplexů ETS, uvolnění cytochromu c a následné inhibici mitochondriální respirace, 
zvýšení produkce ROS a aktivaci apoptózy (Paradies et al. 2014). Léčba mitochondriálním 
antioxidantem, který se selektivně váže na kardiolipin, vedla ke zmírnění mitochondriální 
dysfunkce, zánětu, k poklesu oxidačního stresu a apoptózy v mozku, plicích, játrech  
a ledvinách septických myší (Li et al. 2016, Wu et al. 2015). Na CLP modelu myší bylo 
popsáno, že zánětu myokardu předcházelo mitochondriální poškození a nárůst oxidačního 
stresu. Tyto abnormality byly odvráceny upregulací mitochondriálního antioxidačního 
systému (Haileselassie et al. 2017). V bioptických vzorcích kosterního svalu pacientů se 
sepsí byla detekována zvýšená produkce NO, vyčerpání antioxidační kapacity, 
mitochondriální dysfunkce a snížená produkce ATP, které prokazatelně souvisely se 
selháním orgánů pacientů (Brealey et al. 2002). Roli oxidativního a nitrosativního stresu 
v patofyziologii sepse potvrzují rovněž studie zaměřené na použití antioxidantů. Použití 
mitochondriálně cílených antioxidantů jako Mito-VitE (Yao et al. 2015) a MitoQ (Supinski 
et al. 2009) u zvířecích modelů sepse totiž vedlo prokazatelně ke zlepšení funkce 
mitochondrií a myokardu. 
1.3.4 Změny mitochondriální vápníkové homeostázy 
Mitochondrie hrají zásadní roli v udržování buněčné homeostázy vápníku, absorpci 
přebytečného cytosolického vápníku, a tím v zachování nízkých, netoxických hladin 
vápníku v cytosolu. Zároveň fyzická i funkční komunikace mezi mitochondriemi  
39 
 
a sarko/endoplazmatickým retikulem a optimální dynamika mitochondrií je velice důležitá 
pro vápníkovou homeostázu, a tím i mitochondriální metabolismus (Lopez-Crisosto et al. 
2017). Vápník totiž společně s ADP jsou hlavními modulátory ETS. Vápník stimuluje ETS, 
a tím reguluje nárůst syntézy ATP. To je důležité například v kardiomyocytech, kde tento 
mechanismus umožňuje rychle reagovat na změny srdeční zátěže a energetické požadavky 
buněk (Brookes et al. 2004). Mitochondriální vápník je potřebný také pro udržení 
antioxidační kapacity v mitochondriích, protože reguluje tvorbu ROS vyvolanou nárůstem 
syntézy ATP (Kohlhaas et al. 2010). V přítomnosti oxidačního stresu může hrát vápník 
v mitochondriích negativní roli. Vlivem ROS může dojít k nahromadění vápníku 
v mitochondriích a k otevření mPTP, uvolnění cytochromu c z mitochondrií a následné 
aktivaci drah buněčné smrti (Halestrap et al. 1997). Není proto divu, že abnormality ve 
vnitrobuněčné homeostáze vápníku se mohou podílet na mnoha patologiích včetně sepse. 
Změny vápníkové homeostázy byly zkoumány převážně v septickém srdci, kde byl 
u většiny použitých modelů pozorován pokles cytosolického přechodného stavu vápníku 
(rozdíl mezi systolickou a diastolickou koncentrací vápníku), a to bylo spojeno s nárůstem 
koncentrace vápníku v cytoplasmě při diastole a poklesem množství vápníku 
v sarkoplazmatickém retikulu. Tyto změny byly nejspíše spojené se změnami vápníkové 
homeostázy v sarkoplazmatickém retikulu, konkrétně s nefunkčními ryanodinovými 
receptory (RyR) a sarco/endoplazmatickou vápníkovou-ATPázou (SERCA), u kterých došlo 
ke zvýšenému uvolňování a k poklesu vychytávání vápníku (Hobai et al. 2015). Změny 
mitochondriální koncentrace vápníku byly pozorovány i u endotoxemických potkanů, kde 
byl detekován nárůst mitochondriální koncentrace vápníku, abnormality v ETS, 
membránovém potenciálu a s tím související metabolické selhání a srdeční dysfunkce 
(Hassoun et al. 2008). U septických pacientů vápníková homeostáza v srdci nebyla 
zkoumána. Ale bylo prokázáno, že užívání blokátorů vápníkových kanálů je spojeno 




2 Cíle práce a hypotézy 
2.1 Cíle práce 
Na velkém zvířecím modelu sepse, konkrétně u prasat s progresivní peritoneální sepsí: 
1. Stanovit vliv klinicky relevantní sepse na mitochondriální respiraci 
permeabilizovaných vláken levokomorové srdeční svaloviny.   
2. Zhodnotit účinky vagové stimulace na mitochondriální respiraci 
permeabilizovaných vláken levokomorové srdeční svaloviny.   
3. Určit vliv experimentální terapie sepse pomocí mezenchymálních kmenových 
buněk na mitochondriální respiraci permeabilizovaných vláken levokomorové 
srdeční svaloviny.   
 
2.2 Hypotézy 
Na základě jednotlivých cílů jsme stanovili následující hypotézy: 
1. První hypotézou je, že sepse může ovlivňovat mitochondriální respiraci myokardu 
prasete. V literatuře byly prokázány mnohačetné změny mitochondriální respirace 
myokardu u sepse indukované na malých laboratorních zvířatech.  
2. U malých zvířecích modelů sepse byl pozorován příznivý účinek stimulace 
bloudivého nervu a aplikace mezenchymálních kmenových buněk na změny 
vyvolané sepsí. Proto i u velkého zvířecího modelu sepse předpokládáme, že po 
použití těchto terapeutických intervencí dojde ke zlepšení jednotlivých parametrů 
mitochondriální respirace ovlivněných sepsí.  
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3 Materiál a metody  
3.1  Příprava experimentálního modelu prasete domácího  
Experimentální model prasete domácího stejně jako veškeré intervence provedené na 
prasatech (indukce sepse, stimulace bloudivého nervu či aplikace mezenchymálních 
kmenových buněk) byly vykonány ve spolupráci s kolegy z Ústavu fyziologie a kolegy  
z Experimentální laboratoře intenzivní medicíny Biomedicínského centra LF UK v Plzni. 
3.1.1  Etické aspekty práce se zvířaty 
Při všech prováděných experimentech bylo se zvířaty zacházeno v souladu 
s Evropskou směrnicí na ochranu obratlovců používaných pro pokusné a jiné vědecké účely 
(86/609/EHS). Experimenty byly schváleny Odbornou komisí pro zajišťování dobrých 
životních podmínek pokusných zvířat Lékařské fakulty v Plzni, Univerzity Karlovy  
a Ministerstvem školství, mládeže a tělovýchovy České republiky. Veškeré experimenty na 
zvířatech byly prováděny v Biomedicínském centru Lékařské fakulty v Plzni 
na akreditovaném pracovišti Experimentální laboratoře intenzivní medicíny. 
3.1.2 Zvolený modelový organismus  
Pro experimenty bylo použito prase domácí (plemeno Přeštické černostrakaté prase) 
obou pohlaví a podobné hmotnosti (44,2 ± 6,1 kg) z konvenčního chovatelského zařízení 
(ZD Mladotice, Česká republika).  
3.1.3 Anestezie a instrumentace prasat 
Pokusná zvířata byla 18 hodin před experimentem držena na lačno s neomezeným 
přístupem k vodě. Anestezie byla zahájena intramuskulární aplikací tiletaminu-zolazepamu 
(4,4 mg/kg), xylazinu (2,2 mg/kg) a atropinu (0,05 mg/kg) a intravenózním podáním 2% 
propofolu (1-2 mg/kg). Následně byla provedena orotracheální intubace a byla zahájena 
umělá plicní ventilace (FiO2 0,3; PEEP 8 cm H2O; dechový objem  10 ml/kg; respirační 
frekvence byla upravena tak, aby udržela koncentraci CO2 na konci výdechu mezi 4 a 5 kPa). 
V průběhu chirurgické instrumentace byla anestezie udržována kontinuálním intravenózním 
podáváním propofolu (4-6 mg/kg/h) a fentanylu (8-10 µg/kg/h). Svalová relaxace byla 
navozena intravenózním podáváním rocuronia (0,2-0,4 mg/kg/h). Po instrumentaci byla 
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anestezie udržována propofolem (1-4 mg/kg/h) a fentanylem (5-10 µg/kg/h). V průběhu 
chirurgických zákroků byla pokusným zvířatům podávána infuze roztoku Ringerfundinu (B. 
Braun Melsungen AG, Německo) v množství 10 ml/kg/h která byla následně snížena na  
7 ml/kg/h. Normoglykémie v arteriální krvi (4,5 – 7 mmol/l) byla udržována v průběhu 
celého experimentu infuzí 10% glukózy dle potřeby.  
 Prasatům byl zaveden femorální arteriální katetr umožňující nepřetržité 
monitorování krevního tlaku a odběr arteriálních krevních vzorků. Pro monitorování 
hemodynamických parametrů byly zvířatům zavedeny do venae jugulares externae centrální 
žilní katetr a plicní katetr (Swan-Ganzův katetr), (viz Obrázek 12). Laparotomicky byly 
zavedeny do Morrisonova a Douglasova anatomického prostoru dva silikonové drény pro 
následnou inokulaci výkalů (Jarkovska et al. 2016).  
3.1.4 Indukce sepse u zvířat 
U skupiny septických zvířat byla sepse indukována fekální peritonitidou. Po 
chirurgické přípravě následovala 6hodinová fáze zotavení a až poté probíhala základní 
měření. Fekální peritonitida byla vyvolaná aplikací 1g/kg autologních výkalů (odebraných 
před operací, rozpuštěných v 200 ml izotonického solného roztoku při teplotě 37 °C  
a udržovaných při teplotě 37 °C do doby aplikace) do břišní dutiny prostřednictvím 
připravených drénů. Kromě kontinuální infuze krystaloidního roztoku byly zvířatům 
podávány tekutinové bolusy (10 ml/kg Ringerfundinu) pro udržení normovolemie. 
Kontinuálně byl intravenózně podáván noradrenalin v případě, že střední arteriální tlak 
(MAP z anglického mean arterial pressure) klesl pod 65 mmHg a byl titrován pro udržení 
MAP nad 70 mmHg (Jarkovska et al. 2016). 
3.1.5 Měření jednotlivých parametrů  
V průběhu experimentu byly měřeny hemodynamické parametry jako CO (srdeční výdej 
z anglického Cardia Output), systémový vaskulární odpor (SVR z anglického systemic 
vascular resistance) a plnící tlaky obou komor (CVP z anglického central venous pressure 
a PAOP z anglického pulmonary artery occluded pressure). V arteriální krvi získané před 
experimentem a 12, 18 a 24 a hodin po indukci sepse byly pomocí imunotestů stanoveny 
plazmatické hladiny tumor nekrotizujícího faktoru α (TNFα) a interleukinu 6 (IL-6). 
Elektrokardiogram (EKG, konkrétně svod II) byl zaznamenáván za  použití systému 
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Biopac (Biopac Systems Inc., Santa Barbara, USA).  Vzorkovací frekvence byla 1000 Hz. 
V kontrolní skupině prasat (bez indukce sepse) byly registrovány 2 pětiminutové záznamy, 
a to před indukcí sepse a 24 h poté. V septické skupině prasat začal EKG záznam 30 minut 
před indukcí sepse a pokračoval dalších 24 hodin nebo do doby, než zvíře zemřelo. 
Dlouhodobé záznamy EKG byly rozděleny do 1hodinových částí, ve kterých byla 
analyzována variabilita srdeční frekvence (Jarkovska et al. 2016). 
3.1.6 Stanovení SOFA skóre 
Modifikované skóre postupného selhání orgánů (SOFA skóre) bylo stanoveno na 
základě Třetí mezinárodní konsensuální definice pro sepsi a septický šok a modifikované 
vyloučením Glasgowské stupnice hloubky bezvědomí (GSC; z anglického Glasgow Coma 
Scale), (Singer et al. 2016).  
3.1.7 Stimulace bloudivého nervu (VNS z anglického Vagus Nerve 
Stimulation) 
Ve skupině zvířat kde byl stimulován bloudivý nerv, došlo v průběhu chirurgické 
přípravy nejprve k obnažení bloudivého nervu v krční oblasti a následně na něj byla 
připojena bipolární stimulační elektroda (Harvard Apparatus, Holliston, MA). Samotná 
stimulace začala 6 hodin po indukci peritonitidy a pokračovala až do konce experimentu. 
Bloudivý nerv byl stimulován obdélníkovými impulsy (frekvence 2 Hz, amplituda 5 mA, 
doba trvání 2 ms) s použitím izolátoru stimulů s konstantním proudem a s integrovaným 
generátorem impulsů (Isostim A320; WPI, Sarasota, FL). 
3.1.8 Aplikace mezenchymálních kmenových buněk (MSC z anglického 
Mesenchymal Stem  Cells)  
Aplikované MSC byly izolované z kostní dřeně zdravých zvířat a zpracované dle 
současných standardů. U skupiny zvířat, kterým byly podávány MSC, došlo k pomalé infuzi 
MSC 6 hodin po indukci peritonitidy v klinicky relevantní dávce (1 x 106/kg) během 





Obrázek 12. Instrumentace prasete domácího v průběhu experimentu. A) Instrumentované prase na operačním sále Experimentální laboratoře intenzivní 
medicíny. B) Prase se zavedenou orotracheální intubací, orogastrickou sondou a s EKG elektrodami. C) Místa lokalizace plicního (Swan-Ganzova) katetru, 
centrálního žilního katetru a čidla pro měření saturace. D) Místa zavedení femorální arteriálního katetru, močového katetru a lokalizace drénů pro aplikaci 
výkalů u septických zvířat (autor fotografií: MUDr. Lukáš Nalos, Ph.D.).
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3.1.9 Délka experimentu a jeho ukončení 
Celkově experimenty trvaly 34 hodin (z toho 4 hodiny chirurgická instrumentace,  
6 hodin zotavení a následně 24 hodin po indukci peritonitidy). Na konci experimentu byla 
zvířata usmrcena předávkováním anestetiky a bylo jim opatrně vyjmuto srdce, které bylo 
vloženo do ledově chladného Tyrodova roztoku (složení: NaCl 137 mmol/l; KCl 4,5 mmol/l; 
MgCl2 1 mmol/l; CaCl2 2 mmol/l; glukóza 10 mmol/l; HEPES 5 mmol/l; pH bylo upraveno 
pomocí NaOH na 7,4). 
3.2 Optimalizace přípravy vzorku myokardu pro 
respirometrické analýzy 
Z přední proximální části volné stěny levé komory byl vyříznut transmurální vzorek 
myokardu o přibližném objemu 1 cm3, který byl vložen do zkumavky (Falcon, 50ml) 
s ledově chladným roztokem BIOPS (složení: CaK2EGTA 2,77 mmol/l; K2EGTA 7,23 
mmol/l; Na2ATP 5,77 mmol/l; MgCl2.6H2O 6,56 mmol/l; taurin 20 mmol/l; Na2fosfokreatin 
15 mmol/l; imidazol 20 mmol/l; DTT 0,5 mmol/l; MES hydrát 50 mmol/l; pH bylo upraveno 
pomocí 5 mmol/l KOH na 7,1). Ze vzorků levé srdeční komory byly na ledu odříznuty vždy 
přibližně 1,5 - 2 mg tkáně, které byly zpracovány dvěma odlišnými způsoby. Polovina 
vzorků byla homogenizována s využitím PBI-Shredderu (Draxl et al. 2013), zatímco druhá 
polovina vzorků byla permeabilizována pomocí saponinu (Cantó a Garcia-Roves 2015). 
3.2.1 Permeabilizace vzorků levé srdeční komory PBI-Shrredderem 
Zpracování vzorků s využitím PBI-Shredderu probíhalo tak, že do homogenizační 
zkumavky s kovovou síťkou (viz Obrázek 13) bylo napipetováno 500 µl respiračního média 
MiR05 (složení: EGTA 0,5 mmol/l; MgCl2.6H2O 3 mmol/l; laktobionát 60 mmol/l; taurin 
20 mmol/l; KH2PO4 10 mmol/l; HEPES 20 mmol/l; D-sacharóza 110 mmol/l; BSA 1g/l; pH 
bylo upraveno pomocí 5 mmol/l KOH na 7,1), byl vložen odvážený vzorek levé komory, 
který byl mechanicky narušen nůžkami na menší kousky, a zkumavka byla zavřena víčkem. 
Následně byla zkumavka vložena do PBI-Shredderu (viz Obrázek 13), na pozici 1 byl vzorek 
homogenizován 10 s a následně na pozici 2 pět sekund. Po homogenizaci byla zkumavka 
otevřena, homogenát byl odpipetován do připravené zkumavky (Falcon) a všechny části 
zkumavky byly důkladně omyty respiračním médiem MiR05 (1,5 ml), které bylo přidáno 
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k homogenátu. Takto získaný homogenát byl ve zkumavce uložen na ledu a následně u něj 
byla analyzována mitochondriální respirace. 
 
Obrázek 13. PBI-Shredder a homogenizační zkumavka s kovovou síťkou. A) Na obrázku je přístroj 
pro homogenizaci vzorků PBI-Shredder do kterého se dává homogenizační zkumavka se vzorkem  
a médiem a následně se v pozici 1 homogenizuje vzorek 10 sekund a poté v pozici 2 pět sekund. 
B) Schéma homogenizační zkumavky s kovovou síťkou. Do prostoru mezi rotující píst a kovovou 
síťku se umístí vzorek tkáně a roztoku, ve kterém se homogenizuje a poté je zhomogenizovaná 
tkáň vytlačena přes kovou síťku do horní komory (Gross et al. 2011). 
3.2.2 Permeabilizace vzorků levé komory srdeční saponinem 
Z důvodu větší šetrnosti ke tkáni byla jako vhodnější způsob přípravy vzorků zvolena 
permeabilizace saponinem. Do vícejamkové destičky umístěné na ledu a na kývačce byly do 
poloviny jamek napipetovány 2 ml roztoku BIOPS a 20 µl saponinu (5mg/ml) a do druhé 
poloviny 2 ml respiračního média MiR05 (viz Obrázek 14). Následně byly odvážené vzorky 
levé komory o přibližné hmotnosti 1,5 - 2 mg pinzetou vloženy bez předchozí mechanické 
separace na 30 minut do jamek s BIOPSEM a saponinem (kývačka byla zapnuta) a poté byly 
vzorky přendány k oplachu na 10 minut do jamek s MiR05. U takto permeabilizovaných 




Obrázek 14. Schéma rozmístění roztoků ve vícejamkové destičce pro permeabilizaci vzorků levé 
srdeční komory saponinem. Do poloviny jamek byly napipetovány 2 ml BIOPSu + 20 µl 
saponinu, do druhé poloviny 2 ml respiračního média MiR05. Vzorky levé srdečné komory  
o přibližné hmotnosti 1,5 - 2 mg byly nejprve vloženy na 30 minut do jamek s BIOPSem  
a saponinem, následně byly přendány k oplachu do MiR05. 
3.3  Analýza mitochondriální respirace  
3.3.1 Přístroj pro měření spotřeby O2 vysoce účinnou respirometrií 
Mitochondriální respirace levé srdeční komory byla analyzována pomocí vysoce 
účinné respirometrie v přístroji Oxygraph-2k (OROBOROS, Oroboros Instruments, 
Rakousko, viz Obrázek 15). Tento přístroj funguje na principu Clarkovy kyslíkové 
elektrody. Koncentrace rozpuštěného kyslíku v uzavřených komorách o objemu 2 ml je 
měřena amperometricky pomocí polarografického kyslíkového senzoru (POS, z anglického 
polarographic oxygen sensor), který se skládá ze zlaté katody a Ag/AgCl anody. Elektrody 
jsou elektricky propojeny KCl elektrolytem (3 M) a odděleny od vzorku inertní teflonovou 
FEP (Teflon® fluorovaný ethylen-propylen) membránou (0,25 µm), která propouští kyslík 
(Pesta a Gnaiger 2012). Polarizační napětí 0,8 V je využito k redukci O2. V  médiu 
rozpuštěný O2 díky němu difunduje membránou ke katodě, kde se redukuje na H2O, tím 
dochází k produkci proudu přímo úměrného parciálnímu tlaku O2 v kontinuálně míchaném 
experimentálním roztoku. Přeměnou naměřeného proudu na napětí a zesílením je získán 
základní signál (1 V/µA), (Gnaiger a Forstner 1983). 
Spotřeba kyslíku byla měřena a následně analyzována v programu DatLab7 
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Rakousko) jako negativní časová derivace koncentrace 
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kyslíku v komoře, byla vyjádřená v pmol O2/(smg hmotnosti mokré tkáně) a korigována 
na respirační stav ROX (viz kapitola 3.3.2.). 
 
Obrázek 15. Oxygraph-2k, přístroj pro analýzu mitochondriální respirace s vysokým rozlišením 
(O2k, Série C) s TIP2k a integrovaným sacím systémem (ISS). Dvě skleněné komory (A a B) jsou 
umístěny v izolovaném měděném bloku s elektronickou Peltierovou regulací teploty. 
Polarografické kyslíkové senzory (POS) jsou utěsněny butylovým pryžovým těsněním pod úhlem 
ke skleněným komorám. Míchadla z PVDF (polyvinylidendifluorid) jsou poháněna elektrickými 
pulzními magnety vloženými do měděného bloku. Uvnitř stopperů se nachází kapilára pro 
vytlačování bublin plynu a zavádění jehly pro manuální nebo automatickou titraci pomocí titrační 
injekční mikropumpy (TIP2k), (převzato a upraveno podle Pesta a Gnaiger 2012).  
3.3.2 Měření mitochondriální respirace  
Permeabilizované vzorky myokardu levé komory o hmotnosti 1,5 – 2 mg byly 
vloženy do komůrek přístroje Oxygraph, kde se již předtím kalibrovalo respirační médium 
MiR05 (na teplotu 37°C a atmosférickou koncentraci kyslíku). Analýza probíhala současně 
ve 4 přístrojích Oxygraph-2k, tedy v 8 komůrkách (viz Obrázek 16C). Komůrky byly po 
vložení vzorků uzavřeny a do každé z nich bylo přidáno 5 µl katalázy, tím bylo získáno 
respirační médium MiR06 (složením stejné jako MiR05 + kataláza o finální koncentraci  
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280 U/ml). Následně byl pro zvýšení koncentrace kyslíku do komůrek titrován H2O2  
(200 mmol/l) tak, aby koncentrace O2 v komůrkách dosáhla hodnoty kolem 400 - 500 
mmol/l. V případě poklesu koncentrace O2 pod 200 mmol/l v průběhu experimentu byl 
opětovně titrován H2O2 pro zvýšení koncentrace na hodnotu kolem 400 – 500 mmol/l. Po 
ustálení signálu byly do komůrek přístroje titrovány pomocí Hamiltonových injekčních 
mikrostříkaček (různých objemů, viz Obrázek 16A a 16B) substráty a inhibitory 
mitochondriálního respiračního systému (protokol titrace viz Tabulka 2) pro stanovení 
jednotlivých respiračních stavů. Po skončení měření byl odebrán celý objem komůrek do 
mikrozkumavek a zamražen v -80°C pro následnou analýzu aktivity citrátsyntázy. 
 
Obrázek 16. Vybavení pro měření mitochondriální respirace. A) Hamiltonovy injekční 
mikrostříkačky různých objemů pro přesné titrování přidávaných substrátů, inhibitorů a dalších 
látek v průběhu měření mitochondriální respirace v přístroji Oxygraph-2k. B) Postup titrace látky 
do komory O2k pomocí Hamiltonovy injekční mikrostříkačky. Po propláchnutí a naplnění daným 
objemem přidávané látky je mikrostříkačka vložena do kapiláry ve stopperu a objem pomalu 
stříknut do komory O2k tak, aby nedošlo ke vzniku nežádoucích bublinek plynu. C) Měření 
probíhalo současně ve 4 přístrojích Oxygraph-2k, tedy v 8 komorách (autor fotografií: Mudr. 
Lukáš Nalos Ph.D.). 
50 
 
Tabulka 2 - Protokol přidávaných substrátů a inhibitorů pro analýzu 



























1. Glutamát (G) 2 M (H2O) 10 10 mM - 20 25 
2. Malát (M) 0,8 M (H2O) 5 2 mM - 20 25 








4 mM (H2O) 5 10 µM - 20 25 
6. Sukcinát (S) 1 M (H2O) 20 10 mM - 20 50 




5 mM (EtOH) 1 2,5 µM - 20 10 
9. Askorbát (As) 0,8 M (H2O) 5 2 mM - 20 25 
10. TMPD (TM) 0,2 M (H2O) 5 0,5 mM - 20 25 
11. Azid (Azd) 4 M (H2O) 50 100 mM - 20 50 
3.3.3 Mitochondriální respirační stavy 
Přidáváním kombinace substrátů, inhibitorů a dalších látek do komory přístroje 
Oxygraph-2k byly analyzované jednotlivé respirační stavy mitochondrií levé srdeční 
komory prasat, konkrétně stav LEAK, OXPHOS I, OXPHOS Ic, OXPHOS I+II, OXPHOS 
II, ROX a aktivita komplexu IV (viz Obrázek 17). 
Jako nefosforylační respirační stav LEAK (L, z anglického leak - únik) se označuje 
spotřeba kyslíku potřebná pro transport elektronů kompenzující únik protonů přes vnitřní 
mitochondriální membránu do mitochondriální matrix nezávisle na funkci ATP syntázy. 
LEAK respirace se měří v tzv. LEAK stavu, tedy v přítomnosti substrátů pro tvorbu 
redukovaných kofaktorů, v našem případě substrátů přinášejících elektrony na komplex  
I (glutamátu, malátu a pyruvátu), ale zároveň za absence ADP. Tento stav lze také navodit 
enzymatickou inhibicí fosforylačního systému použitím například přidáním oligomycinu, 
který inhibuje ATP syntázu. V tomto nefosforylačním klidovém stavu je elektrochemický 
protonový gradient zvýšen na maximum.  
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Respiračním stavem OXPHOS (P, z anglického oxidative phosphorylation  
- oxidativní fosfroylace) se označuje situace, kdy je oxidace redukovaných substrátů spojena 
s přenosem elektronů na finální akceptor (molekulární kyslík) a zároveň chemiosmoticky 
propojena s fosforylací ADP na ATP. Pro navození respiračního stavu OXPHOS se 
k měřenému vzorku přidává ADP. V závislosti na tom, který z komplexů 
elektrontransportního systému byl aktivován danými substráty, hovoříme o několika 
různých stavech OXPHOS. Pro získaní respiračního stavu OXPHOS I jsou do komory 
přístroje přidány substráty komplexu I (glutamát, malát a pyruvát) a zároveň ADP. Pro 
získání stavu OXPHOS Ic je k substrátům komplexu I a ADP přidán cytochrom c, který 
umožňuje ověřit stupeň permeabilizace buněčné membrány a vnější mitochondriální 
membrány. Stav OXPHOS I+II je navozen přidáním substrátů komplexu I, ADP a substrátu 
komplexu II sukcinátu. Respirační stav OXPHOS II odráží respirační aktivitu komplexu II 
a je vyvolán inhibicí komplexu I rotenonem.  
Dalším z popisovaných respiračních stavů je zbytková spotřeba kyslíku neboli ROX 
(z anglického residual oxygen consumption). Tento stav je navozen inhibicí přenosu 
elektronů v elektrontransportním systému například přidáním inhibitoru komplexu III 
(antimycinu A) a je způsoben vedlejšími oxidačními reakcemi probíhajícími 
v mitochondriích či buňkách.  
Posledním z respiračních stavů, který byl analyzován, je aktivita komplexu IV. Ta 
byla stanovena přidáním umělého substrátu TMPD (N,N,N´,N´-tetrametyl-p-fenylendiamin 
dichlorid). Krátce před přidáním TMPD do komory přístroje byl přidán askorbát, který 
snižuje autooxidaci TMPD. Askorbát totiž udržuje TMPD v redukovaném stavu a proto po 
přidání askorbátu mohou elektrony z TMPD putovat přímo na cytochrom c a následně na 






Obrázek 17. Reprezentativní záznam mitochondriální spotřeby kyslíku v respiračním médiu MiR06 ve vzorku levé srdeční komory prasete získaný 
v programu DatLab7. Modrá křivka zobrazuje aktuální koncentraci kyslíku v komoře (µM). Přidáním katalázy a následnou titrací H2O2 byla zvýšena 
koncentrace kyslíku v komoře na hodnoty 400 – 500 mmol/l. Červená křivka zobrazuje spotřebu kyslíku vztaženou na hmotnost tkáně (pmol/(smg)). Po 
vložení vzorku do komory přístroje a ustálení signálu byly přidány substráty glutamát (G), malát (M) a pyruvát (P) navozující respirační stav LEAK. Poté 
bylo přidáno ADP navozující stav OXPHOS I, cytochrom c (Cyt) stav OXHOS Ic, sukcinát (S) stav OXPHOS I+II a rotenon (ROT) stav OXPHOS II. 
Přidáním inhibitoru komplexu III antimycinu A (AMA) byl vyvolán respirační stav ROX a následným přidáním askorbátu (As) a TMPD (TM) byla stanovena 
respirační aktivita komplexu IV. Přidáním azidu (Azd), inhibitoru komplexu IV byla v posledním kroku zainhibovaný přenos elektronů v systému ETS.  
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3.4 Stanovení aktivity enzymu citrátsyntázy 
Citrátsyntáza je enzym Krebsova cyklu, který se nachází v mitochondriální matrix  
a stanovení jeho aktivity slouží jako marker množství mitochondrií. Aktivita citrátsyntázy 
se stanovuje spektrofotometricky. Princip jejího stanovení spočívá v měření SH skupiny 
volného CoAS (koenzymu A) pomocí Ellmanova činidla (neboli DTNB, kyselina  
5,5´-dithiobis-2-nitrobenzoová), (Eigentler 2020).   
Acetyl-CoA + oxalacetát + H2O → citrát + CoA-SH 
Aktivita citrátsyntázy byla stanovena ve všech vzorcích odebraných z komor 
oxygrafů. V průběhu měření byly vzorky uloženy na ledu. Nejprve byly jednotlivé vzorky 
komůrek homogenizovány, poté bylo z každého vzorku odebráno 200 µl a bylo k němu 
přidáno 800 µl média (složení: DNTB 0,1 mmol/l; 0,25 % Triton-X; 0,5 mmol/l oxalacetát; 
0,31 mmol/l acetylkoenzym A; 5 µmol/l EDTA; 5 mmol/l triethanolamin hydrochlorid  
a 0,1 mol/l Tris-HCl; pH 8,1). Následně byla vzniklá směs podrobena 
spektrofotometrickému měření při vlnové délce 412 nm, teplotě 30°C po dobu 200 s a byla 
stanovena výsledná hodnota aktivity citrátsyntázy, která byla vyjádřena v IU/g tkáně 
(Kuznetsov et al. 2002). 
3.5  Statistická analýza naměřený dat 
Výsledné hodnoty jednotlivých měření jsou uvedeny jako průměr ± směrodatná 
odchylka. K testování normality dat byl použit Shapiro-Wilkův test a následné statistické 
porovnání bylo provedeno pomocí dvoufaktorové analýzy rozptylu - ANOVA (jeden faktor 
opakovaných měření pro analýzu rozvoje parametru v čase a jeden meziskupinový faktor 
pro srovnání mezi kontrolní a septickou skupinou). Analýza byla provedena pomocí 
softwaru Origin 2017 (OriginLab, Corp., Northampton, USA) a STATISTICA Cz  
8 (StatSoft, Inc., Praha, Česko). Hodnoty p < 0,05 byly považovány za statisticky významné. 
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V rámci této studie byly zkoumány buněčné mechanismy myokardiální deprese na 
velkém zvířecím modelu sepse a septického šoku. Experiment byl proveden na  
16 anestezovaných, mechanicky ventilovaných a instrumentovaných prasatech domácích 
(plemeno Přeštické černostrakaté prase) obou pohlaví a obdobné váhy (43,9 ± 5,8kg).  
U 8 prasat byla indukována sepse pomocí fekální peritonitidy trvající 24 hodin a 8 prasat 
sloužilo jako kontroly, byl u nich proveden stejný experiment trvající 24 hodin bez indukce 
sepse. U všech zvířat byly v průběhu experimentu analyzovány systémové a plicní 
hemodynamické parametry, hladiny laktátu v arteriální krvi a bylo měřeno EKG. Na základě 
těchto parametrů bylo poté stanoveno modifikované SOFA skóre. Na konci experimentu po 
vyjmutí srdce byla provedena in vitro analýza srdečních funkcí, která zahrnovala měření 
akčních potenciálů a kontrakcí na trabekulách pravých srdečních komor, dále měření 
kontrakce sarkomer, měření vápníkových přechodů a vápníkového proudu v izolovaných 
kadiomyocytech, analýza mitochondriální respirace v permeabilizovaných vzorcích levé 
srdeční komory pomocí vysoce účinné respirometrie a stanovení aktivity citrátsyntázy.  
U skupiny zvířat po indukci sepse se rozvoj sepse a septického šoku projevil 
významným zvýšením modifikovaného SOFA skóre a hladin laktátu v arteriální krvi, 
rozvojem hyperdynamické cirkulace se zvýšeným srdečním výdejem (způsobeným hlavně 
nárůstem srdeční frekvence) a periferní vazodilatací. Kontrolní skupina zvířat nevykazovala 
žádné známky systémové zánětlivé odpovědi, jejich modifikované SOFA skóre bylo 
v normě, stejně tak zůstaly v normě i hladiny laktátu po celou dobu experimentu a nezměnily 
se ani hodnoty hemodynamických parametrů. U trabekul septických zvířat došlo ke zkrácení 
doby akčního potenciálu a snížení síly kontrakce. V septických kardiomyocytech byla 
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potlačena kontrakce sarkomer, vápníkové přechody a vápníkový proud typu L za nezměněné 
citlivosti myofilament k vápníku.  
V levé srdeční komoře septických zvířat byl detekován pokles mitochondriální 
respirace. Byl pozorován pokles mitochondriální spotřeby kyslíku ve stavu LEAK, tedy po 
přidání glutamátu, malátu a pyruvátu. Dále byla snížená mitochondriální respirace ve stavu 
OXPHOS I+II, tedy respirace za přítomnosti ADP a substrátů komplexu I (glutamátu, 
malátu, pyruvátu) a komplexu II (sukcinátu) a také došlo k poklesu aktivity  
cytochrom c oxidázy (komplexu IV) uměle stimulované TMPD. Pokles respirace ve stavu 
OXPHOS I+II byl způsoben hlavně inhibicí respirace komplexu II (OXPHOS II), aktivita 
komplexu I totiž nebyla významně ovlivněna. Aktivita citrátsyntázy nebyla u septických 
zvířat nijak změněna oproti kontrolám. V kontrolních vzorcích dosahovala aktivita 
citrátsytázy hodnot 64,2 ± 12 IU/g a u septických zvířat hodnot 62,1 ± 11 IU/g. 
 
Diskuze 
V rámci této a předchozí studie (Jarkovska et al. 2016) se nám podařilo vytvořit 
klinicky relevantní model sepse a septického šoku vyvolaných fekální peritonitidou 
s typickými hyperdynamickými parametry sepse. Díky tomu jsme mohli komplexně 
analyzovat buněčné mechanismy septické myokardiální deprese u velkého zvířecího modelu 
sepse. V předchozích studiích byly buněčné mechanismy deprese myokardu (Dos Santos et 
al. 2010, Sepúlveda et al. 2017) i role mitochondrií v patogenezi sepse a septické 
kardiomyopatie studovány převážně na malých modelech zvířat, nejčastěji u hlodavců. Náš 
model sepse nám tak umožnil posunout výzkum na velký zvířecí model sepse. 
Role mitochondrií v patogenezi sepse je stále diskutované téma. Na základě studií na 
malých laboratorních zvířatech se však ukazuje, že dysfunkce mitochondrií přispívá 
k patogenezi sepse a rozvoji septické kardiomyopatie (Cimolai et al. 2015). Pokles 
mitochondriální respirace či snížení aktivity respiračních komplexů byl detekován  
u septických myší, potkanů a králíků. V srdci myší se sepsí vyvolanou aplikací LPS byl 
pozorován přechodný pokles aktivity komplexu I 12 hodin po injekci LPS, který byl 
obnoven po 48 hodinách. Stejný trend, ale bez statistické významnosti byl pozorován  
i u komplexu II (Piquereau et al. 2013). Po injekci LPS byla v srdci potkanů detekována 
snížená mitochondriální respirace doprovázená poklesem aktivity komplexů ETS, nárůstem 
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tvorby reaktivních forem kyslíku a rozvojem oxidačního stresu (Vanasco et al. 2012). Také 
v srdci endotoxemických králíků byl pozorován pokles mitochondriální respirace, který byl 
doprovázen snížením aktivity komplexů I+III (Gellerich et al. 2002). Paviáni patří mezi 
jeden z větších experimentálních modelů savců, u kterého byl analyzován vliv bakteriémie 
na mitochondriální respiraci. U paviánů byla sepse vyvolána infuzí E. Coli a byl zde 
prokázán pokles aktivity komplexů I+III a II+III, který byl závislý na dávce bakterií, jež 
byly zvířatům aplikovány. U paviánů, kteří zemřeli na septický šok, byl pozorován dokonce 
ještě větší pokles aktivity respiračních enzymů (Gellerich et al. 2002). 
Studií provedených na prasečím modelu sepse vyvolané peritonitidou a zabývajících 
se mitochondriální respirací v myokardu není mnoho a jejich výsledky jsou rozporuplné. 
Zatímco v jedné z publikovaných studií byla detekována snížená aktivita komplexu I (Li et 
al. 2007), další studie neprokázaly žádné změny mitochondriální respirace v myokardu 
(Corrêa et al. 2012, Corrêa et al. 2014, Corrêa et al. 2017). Různé výsledky mezi 
jednotlivými experimenty mohou být způsobeny rozdíly v použitém plemeni 
experimentálních zvířat a odlišném experimentálním protokolu. Na výsledcích se může 
odrážet také použitý model sepse, délka trvání sepse či závažnost sepse. V naší současné 
studii jsme popsali pokles mitochondriální respirace komplexu II a také sníženou aktivitu 
komplexu IV. Normalizace respirace na aktivitu citrátsyntázy tento charakter změn 
mitochondriální respirace nijak nezměnila. Pozorovaný pokles respiračního stavu LEAK 
společně se sníženou mitochondriální respirací by mohl naznačovat, že v septickém srdci 
došlo k poklesu množství mitochondrií či otoku tkáně vlivem tekutinové resuscitace. S tím 
je však v rozporu aktivita citrátsyntázy sloužící jako marker množství mitochondrií, která je  
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Souhrn výsledků 
V rámci této studie byl zkoumán potenciální terapeutický vliv stimulace bloudivého 
nervu (VNS z anglického vagus nerve stimulation) na klinicky relevantním prasečím modelu 
progresivní sepse. Experiment byl proveden na 25 anestezovaných, mechanicky 
ventilovaných a instrumentovaných prasatech domácích (plemeno Přeštické černostrakaté 
prase) obou pohlaví (18 samic a 7 samců) a obdobné váhy (44,5 ± 5,7kg). Zvířata byla 
rozdělena do 3 skupin. U první skupiny tvořené 8 prasaty byla indukována sepse, u druhé 
skupiny 9 prasat byla indukována sepse a následně elektricky stimulován bloudivý nerv  
a třetí skupina o 9 prasatech sloužila jako kontrolní, to znamená, že u nich byl proveden 
stejný experiment trvající stejnou dobu, ale bez indukce sepse či stimulace bloudivého nervu. 
Ve skupinách septických zvířat byla sepse indukována aplikací autologních výkalů  
a následně trvala 24 hodin. Ve skupině zvířat, u kterých proběhla VNS, byla nejprve 
odhalena krční část levého bloudivého nervu a následně na něj byla připojena stimulační 
elektroda. Elektrická stimulace byla zahájena 6 hodin po indukci sepse a pokračovala po 
celou dobu trvání experimentu. U všech zvířat byly v průběhu experimentu měřeny 
systémové a plicní hemodynamické parametry, biochemické parametry, byly analyzovány 
krevní plyny, hladiny cytokinů a laktátu v arteriální krvi a bylo registrováno EKG. Na 
základě naměřených parametrů bylo poté stanoveno modifikované SOFA skóre. Na počátku 
experimentu (těsně před indukcí peritonitidy) a na konci experimentu (24 hodin po indukci 
peritonitidy) byly odebrány krevní buňky. Na konci experimentu po vyjmutí srdce byla 
provedena analýza srdečních funkcí in vitro, která zahrnovala měření akčních potenciálů  
a kontrakcí na trabekulách pravých srdečních komor, měření kontrakce sarkomer  
a měření vápníkových přechodů v izolovaných kardiomyocytech a analýzu mitochondriální 
respirace v permeabilizovaných vzorcích levé srdeční komory pomocí vysoce účinné 
respirometrie. 
Všech 17 septických zvířat přežilo experimentální sepsi trvající 24 hodin. V této 
skupině zvířat byly významně zvýšené hodnoty SOFA skóre i přesto, že odpovědi na 
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vyvolanou infekci nebyly u všech zvířat stejné, 2 zvířata dokonce nesplňovala kritéria 
definice Sepse 3 pro rozvoj sepse. Na počátku VNS, tedy 6 hodin po indukci peritonitidy, 
nebyly pozorovány žádné statisticky významné rozdíly mezi skupinou septických zvířat  
a septických zvířat s VNS. Avšak na konci experimentu (24 hodin po indukci peritonitidy) 
bylo u skupiny septických zvířat s VNS pozorováno výrazné oslabení projevů sepse, což 
dokazuje SOFA skóre dosahující téměř kontrolních hodnot. Dále byly pozorovány příznivé 
účinky VNS na respirační systém a játra, zatímco na ledviny stimulace bloudivého nervu 
protektivní vliv neměla. VNS však zcela zabránila zvýšení plazmatické hladiny laktátu 
vyvolanému sepsí. Rozvoj sepse u zvířat se projevil rozvojem hyperdynamické cirkulace se 
zvýšeným srdečním výdejem, zvýšenou srdeční frekvencí doprovázenou sníženým 
systolickým objemem (stroke volume) a periferní vazodilatací. VNS tyto změny částečně 
zvrátila, zabránila zvýšení srdečního výdeje, a to zejména snížením srdeční frekvence. 
Pozorovaný pokles srdeční frekvence však není pouhým důsledkem VNS, jak by se mohlo 
na první pohled zdát, ale vznikl v důsledku pomalejšího rozvoje sepse u stimulovaných 
zvířat. V rámci experimentu byl totiž bloudivý nerv stimulován frekvencí 2 Hz. Pro vyvolání 
bradykardie u prasete je však nutné stimulovat bloudivý nerv frekvencí 10 – 20 Hz. VNS 
však neměla vliv na tělesnou teplotu, která byla u septických zvířat zvýšena, ani na krevní 
tlaky, krevní plyny či acidobazickou rovnováhu. Doba trvání akčního potenciálu 
v trabekulách nebyla ovlivněna ani sepsí ani VNS, zatímco síla kontrakce byla vlivem sepse 
snížena a VNS ji normalizovala. Stejně tak v septických kardiomyocytech došlo k inhibici 
zkrácení sarkomer, které bylo VNS obnoveno. Naproti tomu amplituda vápníkových 
přechodů byla sepsí snížena, ale VNS na ni neměla vliv, avšak vedla ke zvýšení hladiny 
nitrobuněčného vápníku. Počty leukocytů a relativní počty monocytů CD14 byly  
u septických zvířat sníženy, VNS toto snížení nijak neovlivnily. Zatímco na relativní počty 
neutrofilů a lymfocytů neměla sepse ani VNS žádný vliv, relativní počty aktivovaných 
monocytů CD14 byly sepsí sníženy a normalizovány po VNS. Plazmatické hladiny 
prozánětlivých cytokinů jako TNF-α, IL-6 a IL-8 významně vzrostly v důsledku sepse  
a VNS tento nárůst nijak neovlivnila. 
Vlivem sepse došlo u zvířat k nárůstu přísunu kyslíku i spotřeby kyslíku, tyto změny 
vyvolané sepsí byly vlivem aktivace bloudivého nervu částečně potlačeny. Na úrovni srdeční 
tkáně byl pozorován opačný trend. V permeabilizovaných vláknech levé srdeční komory 
septických zvířat byl detekován pokles mitochondriální respirace ve stavu OXPHOS II, tedy 
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po přidání substrátů komplexu I (glutamátu, malátu, pyruvátu), komplexu II (sukcinátu)  
a inhibitoru komplexu I (rotenonu), a také došlo k poklesu aktivity cytochrom c oxidázy 
(komplexu IV) uměle stimulováné TMPD. VNS vedla k potlačení inhibice respirace 
komplexu II i inhibice aktivity komplexu IV ETS.  
 
Diskuze 
V rámci této studie se nám podařilo jako prvním prokázat na klinicky relevantním 
velkém zvířecím modelu progresivní sepse u prasat, že VNS má řadu příznivých účinků, 
především na kardiovaskulární systém a energetický metabolismus. Stimulací bloudivého 
nervu bylo částečně či úplně zabráněno rozvoji hyperlaktatémie, hyperdynamické cirkulace, 
deprese myokardu, byl snížen počet aktivovaných monocytů a také byla odvrácen pokles 
mitochondriální respirace permeabilizovaných vláken myokardu. Po VNS došlo 
k výraznému snížení SOFA skóre. Tyto výsledky poukazují na slibný terapeutický potenciál 
VNS u sepse či septického šoku. 
Existuje několik možných terapeutických přístupů, které by mohly zvrátit dysfunkce 
mitochondrií v sepsi. Lze mezi ně zařadit látky snižující míru oxidativního a nitrosativního 
stresu, podávání některého z energetických substrátů nebo látky regulující zánětlivé procesy. 
Mezi látky, které prokazatelně zajišťují pokles oxidativního stresu v sepsi, patří například 
antioxidanty SS-3, XJB-5-13 (Wendel a Heller 2010) a MitoQ (Apostolova et al. 2011); mezi 
látky snižující nitrosativní stres aminoguanidin, inhibitor syntázy oxidu dusnatého (King et 
al. 1999). Také podávání některého z energetických substrátů se zdá být protektivní pro 
mitochondriální funkce myokardu. Bylo například prokázáno, že podávání sukcinátu 
prokazatelně zlepšilo funkci myokardu po ischemii a reperfuzi (Cairns et al. 1997). Další 
možnou cestou vedoucí k obnově mitochondriálních funkcí v sepsi je potlačení aktivace 
prozánětlivých procesů například inhibicí enzymu PARP (Gero a Szabo 2008) nebo 
modulací imunitní odpovědi hostitele, kde se jako slibná molekula jeví jeden z mediátorů 
zánětu HMGB1 a použití jeho antagonistů ethylesteru kyseliny pyrohroznové či tzv. A-boxu 
(Wang et al. 2008). Mezi terapeutické přístupy regulující zánětlivé procesy lze zařadit také 
VNS, a to pro její protizánětlivé účinky. VNS je již v současné době využívaná  
k terapeutickým účelům, konkrétně pro léčbu pacientů s epilepsií nereagující na léky nebo 
pacientů s depresí. Nedávné studie na modelech in vivo poukázaly na další možná léčebná 
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využití VNS, a to právě díky jejím protizánětlivým účinkům (Bonaz et al. 2013). Přesná 
informační signalizační kaskáda ani mechanismus, kterým VNS ovlivňuje zánětlivé procesy, 
nejsou známy, ale výsledky použití tohoto terapeutického přístupu jsou více než slibné při 
léčbě chronických zánětlivých procesů jako jsou revmatoidní artritida či právě sepse 
(Johnson a Wilson 2018).  
Vliv VNS na mitochondriální spotřebu kyslíku myokardu v sepsi doposud nebyl 
studován. Některá dostupná data však naznačují, že za kardioprotektivní účinek VNS by 
mohlo být částečně zodpovědné právě zlepšení mitochondriálních funkcí (Zhao et al. 2012). 
Protektivní vliv VNS byl opakovaně pozorován například na prasečím modelu ischemického 
myokardu, kde došlo vlivem VNS k poklesu produkce reaktivních forem kyslíku v srdci, 
snížení depolarizace a otoku mitochondrií (Nuntaphum et al. 2018, Shinlapawittayatorn et 
al. 2013), zlepšení mitochondriální dynamiky a také k posunu metabolismu mastných 
kyselin  směrem k beta oxidaci (Nuntaphum et al. 2018). Tato data naznačují, že VNS má 
protektivní účinek na mitochondriální respiraci myokardu. Tento pozitivní efekt VNS na 
srdeční mitochondrie se zřejmě uplatňuje také v rámci sepse, což bylo potvrzeno v naší 
studii, kdy jsme pozorovali zlepšení mitochondriální respirace permeabilizovaných buněk 
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Souhrn výsledků 
V této studii byla zkoumána bezpečnost a vliv účinků mezenchymálních kmenových 
buněk (MSC z anglického mesenchymal stem cells) jako potenciální doplňkové terapie 
sepse u velkého zvířecího modelu progresivní sepse indukované fekální peritonitidou. 
Experiment byl proveden na 32 anestezovaných, mechanicky ventilovaných  
a instrumentovaných prasatech domácích (plemeno Přeštické černostrakaté prase) obou 
pohlaví a obdobné váhy (40 – 46 kg s mediánem 43,5 kg). Zvířata byla rozdělena po 8 kusech 
náhodně do 4 skupin. První skupina byla tvořena kontrolními zvířaty, druhá skupina 
kontrolními zvířaty, jimž byly aplikovány MSC, třetí skupina zvířaty, u nichž byla 
indukována sepse a čtvrtá skupina zvířaty, u kterých byla indukována sepse a jimž byly 
aplikovány MSC. Ve skupinách septických zvířat byla sepse indukována aplikací 
autologních výkalů a následně trvala 24 hodin. U zvířat, jimž byly aplikovány MSC 
(v množství 1 x 106/kg), došlo k jejich aplikaci 6 hodin po indukci sepse případně 
v odpovídajícím čase od počátku experimentu u kontrolních zvířat. Na počátku experimentu 
a následně po 12, 18 a 24 hodinách od indukce peritonitidy byly měřeny systémové, 
regionální a mikrovaskulární hemodynamické parametry, funkce několika orgánů, 
systémová imunitní zánětlivá odpověď a míra oxidativního stresu. Na konci experimentu po 
vyjmutí srdce byla analyzována kontrakce sarkomer a mitochondriální respirace 
v permeabilizovaných vzorcích levé srdeční komory pomocí vysoce účinné respirometrie. 
Aplikace MSC kontrolním zvířatům nevedla k žádné významné změně 
v systémových, regionálních či mikrovaskulárních hemodynamických parametrech. U této 
skupiny zvířat nebyly ovlivněny ani funkce jednotlivých sledovaných orgánů, zánětlivé 
parametry či hladina oxidativního stresu. U všech zvířat, u nichž byla indukována sepse, 
došlo k rozvoji hyperdynamické sepse splňující kritéria definice SEPSE-3. Na počátku 
aplikace MSC (6 hodin po indukci peritonitidy) nebyly pozorovány žádné významné rozdíly 
v měřených parametrech mezi skupinami septických zvířat a septických zvířat s aplikací 
MSC. Léčba MSC nedokázala zmírnit dysfunkci orgánů vyvolanou sepsí. Postupně 
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docházelo k nárůstu modifikovaného SOFA skóre v obou septických skupinách, tento nárůst 
byl výraznější ve skupině septických zvířat, jimž byly aplikovány MSC. U septických zvířat 
byl pozorován nárůst plazmatických hladin TNF-α a IL-6, což poukazuje na progresi 
systémové zánětlivé odpovědi. Aplikace MSC však na hladiny těchto prozánětlivých 
cytokinů neměla žádný vliv. Vlivem sepse došlo k poklesu hladin monocytů (CD14  
a CD16), T lymfocytů (Th, Tc, CD8α a γδ) a regulačních T lymfocytů. Aplikace MSC nijak 
významně neovlivnila hladiny krevních imunokompetentních buněk, stejně tak neměla 
žádný vliv na kontrakci sarkomer kontrolních buněk ani sníženou kontrakci sarkomer, která 
byla pozorována v kardiomyocytech septických buněk.  
V permeabilizovaných buňkách levé srdeční komory septických zvířat byl detekován 
pokles mitochondriální respirace. Konkrétně pokles respirace ve stavu OXPHOS II, tedy po 
přidání substrátů komplexu I (glutamátu, malátu, pyruvátu), komplexu II (sukcinátu)  
a inhibitoru komplexu I (rotenonu) a také pokles aktivity cytochrom c oxidázy (komplexu 
IV) uměle stimulováná TMPD. Aplikace MSC u kontrolních ani u septických zvířat neměla 
vliv na mitochondriální respiraci.  
 
Diskuze 
V rámci této studie se nám podařilo prokázat, že aplikace MSC nemá žádné negativní 
účinky na hemodynamické parametry, orgánové a mitochondriální funkce u zdravých zvířat 
velkého zvířecího modelu, kterým je prase domácí. Zároveň se nám u tohoto modelu 
nepodařilo prokázat žádné příznivé účinky aplikace MSC na depresi myokardu vyvolanou 
sepsí, deregulovanou imunitní a zánětlivou odpověď ani dysfunkci mitochondrií.  
Účinná léčba sepse v současné době bohužel zatím není stále dostupná a to i přesto, 
že došlo k velkým pokrokům v pochopení patofyziologie sepse. Složitost 
patofyziologických procesů sepse je však natolik obrovská, že se stále častěji ukazuje, že 
pouze jeden léčebný přístup těmto procesům nezabrání a je zapotřebí použít kombinaci 
několika různých léčebných postupů (Thompson et al. 2019). Jedním se slibných 
terapeutických přístupů se kromě stimulace bloudivého nervu jeví aplikace MSC, a to pro 
jejich imunomodulační, protizánětlivé, antiapoptotické, metabolické a antimikrobiální 
účinky (Horák et al. 2017). V rámci mnoha preklinických studií bylo prokázáno, že aplikace 
MSC má příznivý účinek na patofyziologické procesy způsobené sepsí a septickým šokem 
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(Walter et al. 2014). Většina těchto studií byla provedena na hlodavcích, a proto jejich 
translační potenciál pro léčbu pacientů se sepsí není příliš velký. Naším cílem proto bylo 
zjistit, zda se tyto protektivní účinky aplikace MSC projeví na velkém zvířecím modelu 
progresivní sepse, což se nám bohužel prokázat nepodařilo. Již mnohokrát se ukázalo, že 
léčebné postupy, které fungovaly v preklinických studiích sepse na různých zvířecích 
modelech, nejsou aplikovatelné na člověka. Mezi faktory, které mohou ovlivnit 
aplikovatelnost terapie na člověka je například různorodost indukované sepse, nevhodné 
metodické postupy či špatně zvolený zvířecí model (Osuchowski et al. 2018).  Naše výsledky 
jsou navíc v rozporu se studií Laroye et al., kteří prokázali, že aplikace MSC u prasat se sepsí 
vedla k oslabení defektů vyvolaných sepsí, převážně ke zmírnění kardiovaskulárního selhání 
(Laroye et al. 2018). Nelze však vyloučit, že aplikace MSC neměla protektivní účinek na 
některý z parametrů, které v rámci naší studie nebyly sledovány. 
Studie zabývající se vlivem aplikace MSC na mitochondriální respiraci u prasat či 
jiného modelového organismu v současné době neexistují. Byl však studován vliv aplikace 
MSC v sepsi na mitochondrie, a to převážně u hlodavců. Na myším modelu sepse bylo 
pozorováno, že aplikace MSC vedla k potlačení funkčních poruch mitochondrií vyvolaných 
sepsí obnovou traskripčních drah podílejících se na zachování bioenergetickýh procesů  
a drah vedoucích ke snížení oxidativního stresu (Dos Santos et al. 2012). Na myším modelu 
sepse bylo také zjištěno, že aplikace MSC významně potlačila tvorbu ROS a zvýšila 
mitofagii (Li et al. 2018). Dále bylo prokázáno, že aplikace MSC vedla k obnově dysfunkce 
mitochondrií v kmenových buňkách kosterního svalstva vyvolané sepsí. U septických buněk 
byly pozorovány dysfunkce mitochondrií spojené s výrazným snížením množství 
mitochondrií a zvýšenou aktivitou zbylých organel. U přeživších jedinců byly navíc 
detekovány i změny mtDNA, které byly aplikací MSC napraveny (Chatre et al. 2017, 
Rocheteau et al. 2015).  
Zajímavým zjištěním je to, že jeden z dalších možných příznivých účinků aplikace 
MSC v sepsi by mohl být zprostředkován parakrinně uvolňováním několika 
imunomodulačních faktorů, mikrovezikul, miRNA, exosomů či dokonce přenosem 
mitochondrií. Právě přenos zdravých mitochondrií se zdá být skvělou terapeutickou 
možností kvůli tomu, že vede k zajištění obnovy bioenergetických potřeb poškozených 
buněk (například epiteliálních, endoteliálních či kardiomyocytů), (Paliwal et al. 2018). 
Proces přenosu mitochondrií objevili Spees et al., kteří poprvé prokázali, že mitochondrie se 
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mohou pohybovat mezi buňkami, a tím mohou obnovit aerobní respiraci nefunkčních 
mitochondrií. Bylo pozorováno, že díky aktivnímu přenosu mitochondrií došlo k obnově 
mitochondriální respirace epiteliálních buněk kokultivací s MSC (Spees et al. 2006). 
Následné studie poukázaly na způsob, jakým je přenos mitochondrií iniciován a jak nejspíše 
probíhá. Bylo zjištěno, že okolí poškozené buňky vysílá stresové signály k MSC, které 
následně spustí přenos mitochondrií. Mezi stresové signály patří uvolnění poškozených 
mitochondrií, mtDNA, DAMPs společně se zvýšenou hladinou ROS. Samotný přenos 
mitochondrií probíhá různými způsoby (viz Obrázek 18), jako například tvorbou nanotubulů 
(tzv. tunnel tube), prostřednictvím gap junctions, fúzí buněk, mikrovesikulů nebo přenosem 
izolovaných mitochondrií (Paliwal et al. 2018). Přesné mechanismy buněčné signalizace, 
které zajišťují přenos mitochondrií ze zdravých buněk, a změny, které přispívají k obnově 
mitochondrií, nejsou zcela objasněny a jsou dále předmětem výzkumu. 
 
Obrázek 18. Různé způsoby přenosu mitochondrií z MSC do poškozených buněk. Mezi tyto 
způsoby patří přenos prostřednictvím nanotubulů, gap junctions, fúze buněk, přenos mitochondrií 
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Souhrn 
Cílem tohoto přehledového článku bylo shrnout dosavadní poznatky  
o mitochondriální respiraci v  multiorgánovém selhání vyvolaném sepsí a poukázat na 
značnou variabilitu experimentálních výsledků. Experimentální data získaná na různých 
experimentálních modelech jsou totiž značně nehomogenní. Některá data poukazují na 
pokles mitochondriální respirace, zatímco u jiných nebyly pozorovány žádné změny či bylo 
dokonce pozorováno zlepšení. Proto je potřeba uvědomit si určité limity jednotlivých studií 
a poukázat na možné zdroje variability.  
Prvním ze zdrojů variability je sepse jako taková, jejíž průběh je u každého pacienta 
jiný. Mezi jednotlivými septickými pacienty je obrovská interindividuální variabilita, která 
se odráží na průběhu onemocnění, odpovědi každého pacienta na infekci či terapeutické 
intervence (Christaki a Giamarellos-Bourboulis 2014). Dalším zdrojem variability jsou 
druhové rozdíly mezi použitými experimentálními modely výzkumu sepse. Většina studií 
byla provedena na hlodavcích. Použití hlodavců jako experimentálního modelu bylo 
zpochybněno řadou studií, které poukázaly na výrazné morfologické i funkční rozdíly, které 
by mohly s těmito nesrovnalostmi v sepsi u hlodavců souviset (shrnuto v Kohoutová et al. 
2018). Jedním z dalších zdrojů variability je použitý model sepse. Vhledem ke složitosti 
sepse a septických procesů je obtížné toto onemocnění vyvolat v obdobném rozsahu  
a s obdobným průběhem v experimentálním prostředí (Marshall et al. 2005). Rozdílnost do 
jednotlivých experimentů vnáší navíc diverzita mitochondriální DNA (Stoneking a Soodyall 
1996) či použité analytické metody.  
 
Diskuze 
Tento přehledový článek byl publikován 31.12.2018. Od té doby do současnosti 
(3/2021) přibylo v PubMedu 25 publikací, které se zabývají mitochondriální respirací 
v sepsi. Z toho 2 publikace jsou přehledové články, 12 je založeno na výzkumu provedeném 
na různých modelech hlodavců (10 u myší, 2 u potkanů), 8 na různých typech buněčných 
67 
 
kultur či buněk (krevních destičkách či PBMC – z anglického peripheral blood mononuclear 
cells, tedy mononukleární buňky periferní krve), 2 publikace (provedené v našich 
laboratořích) na prasatech a 1 publikace založená na výzkumu provedeném současně na 
PBMC a potkanech. Je zjevné, že hlodavci jsou nejlépe dostupným a jedním ze snáze 
chovatelných zvířecích modelů, a proto většina experimentů je provedena právě na nich. 
Zůstává však otázkou, i v souvislosti s výše zmíněnými rozdíly, do jaké míry se jedná  
o model vhodně zvolený k případnému přenosu získaných výsledků na člověka.  
Kromě velkých zvířecích modelů (jako je prase domácí) se jako vhodnější 
experimentální model jeví v současné době stále více používané PBMC (byly použity  
v 6 z 25 výše zmíněných publikací). Hlavní a nespornou výhodou použití těchto buněk je 
neinvazivnost jejich získávání. Běžně se analýza mitochondriální respirace provádí na 
izolovaných mitochondriích, tkáňovém homogenátu či permeabilizovaných buňkách nebo 
tkáních, což je mnohdy pro použití u pacientů (i těch se sepsí) zcela nevhodné. PBMC se 
izolují z plné krve a odběr krve je v porovnání s ostatními způsoby získávání vzorku 
metodou výrazně méně invazivní. V současné době jsou již optimalizovány protokoly nejen 
pro izolaci PBMC z krve, ale také pro měření jejich mitochondriální respirace (Sumbalova 
et al. 2020). Zřejmě čas však ukáže, zda bude možné díky PBMC  a jiným krevním buňkám 
přesunout analýzu jednotlivých parametrů sepse přímo na člověka a zda tyto analýzy budou 
dostačující pro pochopení jednotlivých patofyziologických mechanismů sepse či přístupů 
k její léčbě nebo zda bude potřebné použít kombinaci výzkumu na těchto buňkách  












Sepse je i přes velké pokroky v dostupné lékařské péči a popis mnoha jejích 
patofyziologických mechanismů onemocněním, které se těžko léčí a na které umírá mnoho 
lidí. Právě složitost patofyziologických procesů, které nejsou doposud všechny popsány  
a variabilní průběh sepse u jednotlivých pacientů znemožňuje na toto onemocnění používat 
pouze jeden lék, jako je tomu u mnoha jiných chorob. Většinou je zapotřebí použít 
kombinaci několika různých terapeutických přístupů zároveň. I přes včasný zásah však 
zůstává sepse jedním z nejčastějších infekčních onemocnění, na které ročně zemře značné 
množství pacientů. Proto je cílem současného výzkumu sepse popsat co nejlépe 
patofyziologické mechanismy tohoto onemocnění, optimalizovat terapeutické přístupy, 
případně přijít s novými vhodnými postupy léčby pacientů.  
Cílem této práce bylo přispět k pochopení etiopatogenze sepse, a to především popsat 
případné změny mitochondriální respirace v sepsi. V našich laboratořích se podařilo vytvořit 
klinicky relevantní velký zvířecí model sepse a septického šoku vyvolaný fekální 
peritonitidou s typickými hyperdynamickými parametry. To nám umožnilo studovat 
buněčné mechanismy sepse, septické myokardiální deprese a roli mitochondrií v patogenezi 
onemocnění. Tyto fenomény byly doposud studovány převážně na malých modelech zvířat, 
nejčastěji u hlodavců. Samotná role mitochondrií v sepsi je stále diskutované téma a studií 
provedených na prasečím modelu sepse a zabývajících se mitochondriální respirací 
v myokardu není mnoho a jejich výsledky jsou navíc rozporuplné. V rámci našeho výzkumu 
se nám podařilo opakovaně prokázat, že vlivem sepse došlo v levé srdeční komoře 
septických prasat k poklesu mitochondriální respirace komplexu II (respirační stav 
OXPHOS II) a k poklesu aktivity komplexu IV uměle stimulované TMPD.  
Dalším cílem této práce bylo na našem klinicky relevantním prasečím modelu sepse 
popsat potenciální terapeutický vliv stimulace bloudivého nervu na mitochondriální 
respiraci.  Vliv stimulace bloudivého nervu na mitochondriální spotřebu kyslíku myokardu 
v sepsi doposud nebyl studován. Nám se jako prvním podařilo prokázat na tomto velkém 
zvířecím modelu sepse, že stimulace bloudivého nervu má řadu příznivých účinků, 
především na kardiovaskulární systém, energetický metabolismus i samotnou 
mitochondriální respiraci. Pokles mitochondriální respirace komplexu II (ve stavu OPHOS 
II) a aktivity komplexu IV pozorovaný v permeabilizovaných buňkách levé srdeční komory 
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septických zvířat byl stimulací bloudivého nervu normalizován. Výsledky našeho výzkumu 
proto naznačují slibný terapeutický potenciál stimulace bloudivého nervu při léčbě sepse  
a poklesu mitochondriální respirace spojeného se sepsí.  
Posledním z cílů této práce bylo na našem klinicky relevantním prasečím modelu 
určit vliv experimentální terapie sepse pomocí mezenchymálních kmenových buněk na 
mitochondriální respiraci. Vliv aplikace mezenchymálních kmenových buněk na 
mitochondriální spotřebu kyslíku u prasat či jiného modelového organismu v současné době 
nebyl studován. Byl však pozorován protektivní účinek aplikace těchto buněk na 
mitochondrie, především na sepsí vyolaný nárůst ROS a snížené množství mitochondrií. 
V rámci našeho výzkumu se nám podařilo prokázat, že aplikace mezenchymálních 
kmenových buněk nemá žádné negativní účinky na mitochondriální respiraci 
v permeabilizovaných buňkách levé srdeční komory zdravých zvířat, avšak příznivé účinky 
aplikace těchto buněk na pokles mitochondriální respiraci komplexu II a aktivity komplexu 
IV vyvolaný sepsí se nám bohužel prokázat nepodařilo. Nelze však vyloučit příznivý účinek 
aplikace těchto buněk v některém z jiných orgánů případně na jiné mitochondriálních 
parametry, které nebyly předmětem našeho výzkumu.  
Náš výzkum provedený na klinicky relevantním velkém zvířecím modelu sepse  
a septického šoku vyvolaném fekální peritonitidou tedy prokázal, že sepse má negativní vliv 
na mitochondriální respiraci myokardu. Sepse způsobuje v permeabilizovaných buňkách 
levé srdeční komory pokles mitochondriální respirace komplexu II a pokles aktivity 
komplexu IV. Tuto inhibici respirace u septických prasat lze zvrátit stimulací bloudivého 
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